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1 Kurze Zusammenfassung
Gentechnisch veränderte (gv) Pflanzen gewinnen in der Landwirtschaft weltweit zuneh-
mend an Bedeutung. Eine der wichtigsten Eigenschaften von gv-Pflanzen ist die Re-
sistenz gegenüber verschiedenen Schadinsekten. Hierbei werden durch eingeführte Gene
aus dem Bakterium Bacillus thuringiensis (Bt) in Kulturpflanzen Proteine exprimiert,
welche toxisch auf bestimmte Schädlinge wirken. Ein Beispiel ist Bt-Mais mit einer Re-
sistenz gegenüber dem Maiszünsler (Ostrinia nubilalis Hübner).
Lepidopteren-spezifischer Mais stellt jedoch auch ein potentielles Risiko für Nichtziel-
Schmetterlinge dar: Wenn die insektentoxischen Proteine im Pollen exprimiert werden
und dieser sich auf Wirtspflanzen von Nichtziel-Schmetterlingsarten ablagert, können
schädliche Auswirkungen bei Aufnahme des Pollens durch die Larven nicht ausgeschlos-
sen werden. Um das tatsächliche Risiko zu bewerten, müssen zum einen die Wahrschein-
lichkeit der Exposition gegenüber dem Stoff und zum anderen der hierdurch verursachte
Schaden untersucht werden. Studien, die sich mit den Auswirkungen von Bt-Maispollen
auf nicht-europäische Nichtziel-Schmetterlinge befassen, liegen inzwischen vielfach vor.
Komplexere Risikoanalysen mit europäischen Arten, die sowohl den Schaden als auch
die Exposition im Feld einschließen, fehlen jedoch bisher für die zur Zeit in der Umwelt-
risikoprüfung befindlichen Bt-Maisevents.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, für zwei europäische Nichtziel-Schmetterlingsarten
exemplarisch eine Risikoanalyse gegenüber einer Maissorte mit Lepidopteren-spezifischen
Proteinen durchzuführen. Dabei sollten auch methodische Vorschläge für ein anbaube-
gleitendes Monitoring erarbeitet werden. Als Untersuchungsarten wurden der Kleine
Fuchs (Aglais urticae L.) und das Tagpfauenauge (Inachis io L.) ausgewählt, da sie in
agrarisch genutzten Landschaften in Mitteleuropa häufig vorkommen und die Entwick-
lung ihrer Larven auch während der Maisblüte stattfindet.
Pollen der Maislinien DKc 5143-Bt (MON89034 xMON88017), der nah-isogenen Linie
DKc 5143 und der konventionellen Sorte Benicia wurden auf Blattscheiben der Larven-
wirtspflanze, der Brennnessel (Urtica dioica L.), aufgetragen und mögliche Effekte auf
Larven von A. urticae und I. io in Fraßversuchen im Labor untersucht.
Um die Exposition der Larven zu quantifizieren, wurde die Pollendichte auf Brenn-
nesselblättern in verschiedenen Himmelsrichtungen und Entfernungen um ein Maisfeld
herum erfasst. Zudem wurden in zwei verschiedenen Regionen die Schmetterlingsnester
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zur Zeit der Maisblüte kartiert und die Entfernung der Neststandorte zum nächsten
Maisfeld gemessen.
Die Fraßversuche mit A. urticae zeigten bei Pollendichten zwischen 200 und 400
Pollen/cm2 erste signifikante Unterschiede zwischen der Bt-Gruppe und den Vergleichs-
gruppen in Bezug auf die Fraßaktivität, die Entwicklungsgeschwindigkeit sowie die Mor-
talität, jedoch nicht bei I. io.
Die Erfassung der Pollendeposition ergab durchschnittlich 34 Pollen/cm2 (Max.=212
Pollen/cm2) auf den Brennnesselblättern unmittelbar am Feldrand. In 5m Entfernung
betrug die mittlere Pollendichte nur noch 3 Pollen/cm2 (Max.=22 Pollen/cm2).
Die Kartierungen zeigten, dass sich abhängig von der Verteilung der Futterpflanzen
und der Maisanbauintensität in einer Region mehr als 60% der Nester in einer Entfer-
nung von 0-5m zum nächsten Maisfeld befanden, während in einer zweiten Region mehr
als 50% der Nester in über 100m zum nächsten Maisfeld lagen.
Während in den Laborversuchen Effekte auf die Larven festgestellt werden konnten,
erwies sich die Exposition im Feld als sehr gering. Daher kann das Umweltrisiko für
A. urticae und I. io durch MON89034 xMON88017 als vernachlässigbar eingeschätzt
werden.
Die Kartierung der gut sichtbaren Nester von A. urticae und I. io in Verbindung mit
Analysen der Daten in einem Geographischen Informationssystem kann als Methode
für ein anbaubegleitendes Monitoring empfohlen werden. Dabei sollten Kartierungen in
verschiedenen Regionen mit unterschiedlicher Maisanbauintensität durchgeführt werden.
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Die moderne Landwirtschaft steht aufgrund der wachsenden Weltbevölkerung, des Kli-
mawandels und knapper werdender Ressourcen vor zunehmenden Herausforderungen.
Für die Pflanzenzüchtung bedeutet dies, Pflanzen zu züchten, die auch unter ungünsti-
gen Umweltbedingungen wachsen und sichere Erträge liefern. Auch die Synthese neuer
Inhaltsstoffe in Pflanzen gewinnt immer mehr an Bedeutung. Vielversprechende Möglich-
keiten für die gezielte Veränderung von Pflanzen bietet die Anwendung gentechnischer
Methoden.
Seit Jahren wird die „Grüne Gentechnik“ in der Öffentlichkeit kontrovers diskutiert.
Insbesondere Fragen zu möglichen Auswirkungen durch gentechnisch veränderte (gv)
Pflanzen auf Mensch und Umwelt beschäftigen die Bevölkerung. Um diese Fragen zur
biologischen Sicherheit von gv-Pflanzen zu klären, gibt es seit Ende der 80er Jahre ver-
schiedene Forschungsprojekte, die vom Bundesministerium für Bildung und Forschung
(BMBF) begleitet und gefördert werden.
Die Untersuchung von gv-Pflanzen unter Freilandbedingungen sowie die umfassende
Prüfung ihrer Auswirkungen auf die Umwelt erfolgt auf interdisziplinärer Ebene. Inzwi-
schen liegen viele Ergebnisse zu verschiedenen gv-Pflanzen und deren Wechselwirkung
mit der Umwelt vor. Die ständige Entwicklung neuer gv-Pflanzen wirft jedoch immer
wieder neue Fragen auf, so dass die biologische Sicherheitsforschung zunehmend an Be-
deutung gewinnt. Hinzu kommen rechtliche Bestimmungen, die die Notwendigkeit einer
anbaubegleitenden biologischen Sicherheitsforschung unterstreichen. So ist in Europa ei-
ne umfassende Prüfung von gv-Pflanzen vorgeschrieben, in der die möglichen Risiken
für Mensch und Umwelt bewertet werden müssen.
Die derzeit wichtigste Eigenschaft von gv-Pflanzen ist neben einer Herbizidtoleranz
die Resistenz gegenüber verschiedenen Schadinsekten. Diese beruht auf der Bildung
von insektentoxischen Proteinen in der Pflanze, welche auf eingeführte Gene aus dem
Bakterium Bacillus thuringiensis (Bt) zurückzuführen sind.
Im Rahmenprogramm „Biotechnologie - Chancen nutzen und gestalten“ hat das BMBF
das Forschungsprojekt „Freisetzungsbegleitende Sicherheitsforschung an Mais mit mul-
tiplen Genen zur Maiszünsler- und Maiswurzelbohrerresistenz“ gefördert, das in Form
einer interdisziplinären Verbundforschung bearbeitet wurde.
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Ein Schwerpunkt des Verbundprojektes war die Untersuchung möglicher Auswirkun-
gen des Anbaus von Bt-Mais auf Nichtziel-Arthropoden, welche in der Arbeitsgruppe
Agrarökologie an der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen von 2008
bis 2011 erfolgte. Im Rahmen des Moduls „Mögliche Effekte der Bt-Proteine aus stacked
Mais auf Tagfalter in Agrarsystemen“ wurde die vorliegende Doktorarbeit angefertigt.
Hierin wird für die beiden europäischen Schmetterlingsarten Kleiner Fuchs (Aglais
urticae) und Tagpfauenauge (Inachis io) das Umweltrisiko durch einen Lepidopteren-
toxischen Bt-Mais eingeschätzt, indem zum einen mögliche Schäden durch die Aufnahme
von Bt-Maispollen untersucht werden, zum anderen die Wahrscheinlichkeit ermittelt
wird, mit der die Arten in ihrem natürlichen Habitat mit Maispollen in Kontakt kommen.
Schließlich werden methodische Vorschläge für die Durchführung zukünftiger Unter-
suchungen zur Risikobewertung von Nichtziel-Schmetterlingen und Empfehlungen für
ein anbaubegleitendes Monitoring erarbeitet.
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3.1 Mais (Zea mays)
Mais (Zea mays ssp. mays L.) gehört systematisch in die Familie der Poaceae (Süßgrä-
ser). Ursprünglich aus Mexiko stammend ist Mais heute zusammen mit Weizen und Reis
die wichtigste Nahrungspflanze weltweit. Neben Z. mays umfasst die Gattung Zea noch
vier bis fünf weitere Arten, die ausschließlich in Mexiko und Mittelamerika vorkommen.
Abb. 3.1: Mais - weibliche
(oben) und männliche Blü-
tenstände
Die Stängel der einjährigen Pflanze können bis zu
fünf Zentimeter dick werden und eine Höhe von bis zu
sieben Metern erreichen. In Deutschland liegt die durch-
schnittliche Wuchshöhe bei 1,70m bis 2,50m.
Mais ist einhäusig getrennt geschlechtlich. Die ver-
zweigten männlichen Blütenstände stehen an der Stän-
gelspitze. Die weiblichen Blüten sitzen seitlich am Stän-
gel und sind von papierartigen Lieschblättern umhüllt
(Abb. 3.1). Sie bilden lange klebrige Narbenfäden, auf
denen der Pollen der männlichen Blüten haften bleibt.
Aus den weiblichen Blütenständen entwickeln sich die
Fruchtstände, die Maiskolben. Die Bestäubung erfolgt
durch den Wind. Dabei werden die weiblichen Blüten
zu über 90% fremdbefruchtet (Aldrich et al. 1986), da
die Blüte der männlichen Rispen zwei bis vier Tage vor Erscheinen der Narbenfäden
einsetzt.
Mais gehört im Gegensatz zu den einheimischen Gräsern zu den C4-Pflanzen und ist
somit wie einige andere Pflanzen tropischer und subtropischer Herkunft (z.B. Zucker-
rohr, Hirse, Amaranth) an sehr warme und sonnige Klimabedingungen angepasst. Die
Züchtung neuer Sorten ermöglicht inzwischen auch den Maisanbau in immer nördliche-
ren Breiten. Allerdings verträgt Mais auch in kälteren Regionen keinen Frost.
3.1.1 Geschichte
Phylogenetisch stammt der Kulturmais von Wildformen ab, die in Mexiko vorkommen
und unter dem Namen „Teosinte“ zusammengefasst werden. Domestiziert wurde Teosin-
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te vor ungefähr 6.300 Jahren (Jaenicke-Despres et al. 2003), erste Kulturformen wurden
etwa 4.700 v.Chr. angebaut. Die Kolben waren zu dieser Zeit noch sehr klein. Inner-
halb von wenigen Jahrtausenden wurde eine nahezu explosionsartige Vergrößerung der
Kolben erreicht. Während die ältesten gefundenen Kolben eine Größe von lediglich zwei
Zentimetern erreichten, waren sie rund 5.000 Jahre später schon sieben Zentimeter groß
und erreichten im Laufe der nächsten 3.000 Jahre das 50-fache Volumen der frühesten
Funde. Die morphologischen Unterschiede zwischen Teosinte und Mais sind auf Verän-
derungen in nur ca. fünf Genen zurückzuführen (Doebley 1992).
In Europa wurde Mais 1493 durch Christoph Columbus eingeführt (Rebourg et al.
2003). Der erste Anbau erfolgte dann 1525 in Spanien.
3.1.2 Anbau und Bedeutung
Die erfolgreiche Züchtung von Hybridmais hat zwischen 1960 und 1990 zu einem enor-
men Anstieg der Maisanbauflächen in Deutschland geführt. Hybridmaissorten werden
durch Inzucht-Heterosis-Züchtung gewonnen, indem zwei homozygote Inzuchtlinien mit-
einander gekreuzt werden. Das Kreuzungsprodukt zeichnet sich im Vergleich zu den
Ausgangslinien durch deutlich höhere Erträge aus (Heterosiseffekt).
In Deutschland wird heute auf 19% der Ackerfläche Mais angebaut. Von den 2,39
Mio. Hektar Mais fallen rund 80% auf Silomais und 20% auf Körnermais (Deutsches
Maiskomitee (DMK) 2011a). Von 1960 bis heute hat sich der durchschnittliche Ertrag
bei Silomais verdoppelt, bei Körnermais sogar verdreifacht. Hauptanbaugebiete weltweit
liegen in den USA, China, Argentinien und Brasilien. Während in Deutschland Mais
überwiegend für Tierfutter angebaut wird, spielt er in Zentral- und Südamerika sowie
Afrika als Getreide eine Hauptrolle in der menschlichen Ernährung.
Zunehmend gewinnt Mais auch als Stärkelieferant und Industrierohstoff an Bedeu-
tung. Etwa die Hälfte der Maisstärke wird heute in der Lebensmittelindustrie verarbei-
tet, die andere Hälfte als nachwachsender Rohstoff in der Papier- und Verpackungsin-
dustrie, in der Textilherstellung, für Chemikalien, Pharmazeutika u.a.
Seit dem „Erneuerbare-Energien-Gesetz“ von 2004 rückt zunehmend die Energiege-
winnung als Verwertungsmöglichkeit von Mais in den Mittelpunkt. Da Mais sehr hohe
Biomasseerträge erbringt und sich zudem gut lagern, silieren und vergären lässt, eignet
er sich besonders als Substrat für landwirtschaftliche Biogasanlagen (DMK 2011b).
3.1.3 Bedeutende Schädlinge
Aufgrund der großen Anbauflächen und der Möglichkeit zum Anbau in Monokultur
ist der Schädlingsdruck entsprechend hoch. Vor allem nahezu monophage Schadinsekten
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wie der Maiszünsler (Ostrinia nubilalis) und der Westliche Maiswurzelbohrer (Diabrotica
virgifera virgifera) stellen eine Gefahr im Anbau dar.
3.1.3.1 Maiszünsler
Abb. 3.2: Maiszünsler: Falter
und Larve
Der Maiszünsler (O. nubilalis Hübner) (Ordnung: Le-
pidoptera) wurde Anfang des 20. Jahrhunderts aus Eu-
ropa in die USA und Kanada eingeschleppt und konnte
sich dort sehr schnell ausbreiten. Heute ist er in den
Maisanbaugebieten der USA fast überall anzutreffen.
Die Kosten der Maiszünslerbekämpfung bzw. der ver-
ursachten Schäden beliefen sich in den USA zuletzt auf
1 Mrd. US-Dollar pro Jahr (Zangerl et al. 2001). Welt-
weit werden die Ernteverluste durch den Maiszünsler auf 7% der Maisernte geschätzt.
In Deutschland liegt der Ertragsverlust bei starkem Befall im Körnermais bei bis zu
20% (Magg et al. 2002), im Silomais bei bis zu 30% (Landwirtschaftskammer Schleswig-
Holstein 2010). Landesweit sind zur Zeit bereits etwa 300.000 ha Anbaufläche betroffen,
und eine deutliche Befallszunahme wird vor allem in Nordrhein-Westfalen, Thüringen,
Sachsen und Brandenburg beobachtet (Degenhardt et al. 2003).
Abb. 3.3: Schäden im Maisfeld
durch Maiszünslerfraß
Der Schaden entsteht durch die Larven, die sich nach
anfänglichem Fraß an den Blättern in Kolben und Stän-
gel einbohren und sich durch das Stängelmark abwärts
Richtung Boden fressen. Dadurch kann es zum Um-
knicken der Stängel (Stängelbruch) und Abknicken der
Kolben kommen (Abb. 3.3). Zudem wird die Pflanze
in ihrer Entwicklung geschwächt, da die Wasser- und
Nährstoffversorgung sowie der Assimilattransport im
Stängel behindert werden. Außerdem steht das Stän-
gelmark für die Energieeinlagerung in den Kolben nicht mehr zur Verfügung, so dass
große Verluste im Kornertrag bei Körnermais bzw. Energieertrag bei Futtermais auftre-
ten können. Neben den verminderten Erträgen wird die Ernte infolge der umgeknickten
Stängel und abgeknickten Kolben erschwert.
Darüber hinaus können die Fraßlöcher als Eintrittsstellen für Schadpilze, insbesondere
Fusarium-Arten, dienen (Mastel 2003). Diese verursachen die Stängel- und Kolbenfäule
und sind in der Lage, Mykotoxine wie Fumonisine, Zearalenone und Trichothecene zu
bilden, welche auf Mensch und Tier stark toxisch wirken können (Dowd 2000, Bakan
et al. 2002, Magg et al. 2002, Folcher et al. 2010). In manchen Jahren kommt es zur
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Überschreitung der zugelassenen Grenzwerte (Folcher et al. 2010), so dass die gesamte
Ernte vernichtet werden muss.
In Baden-Württemberg breitet sich seit einigen Jahren eine bivoltine Rasse des Mais-
zünslers aus, deren zweite Generation im Sommer auftritt und Schäden v.a. durch Lar-
venfraß an den Kolben verursacht, was z.T. zusätzliche Qualitäts- und Ernteeinbußen
nach sich zieht. Eine weitere Ausbreitung dieser bivoltinen Rasse ist zu befürchten (Al-
bert et al. 2009).
3.1.3.2 Maiswurzelbohrer
Abb. 3.4: Maiswurzelbohrer
Der Westliche Maiswurzelbohrer (Diabrotica virgifera
virgifera Le Conte) (Ordnung: Coleoptera), ein ur-
sprünglich aus Mittelamerika stammender Blattkäfer,
befällt seit 1955 alle bedeutenden Maisanbauregionen
der USA und Kanada. 1992 wurde D. virgifera virgifera
auf dem Balkan eingeschleppt und breitet sich seitdem
mit einer geschätzten Rate von 20-40 km pro Jahr über
ganz Europa aus (Vidal & Moeser 2005). Genanalysen
haben gezeigt, dass es sich bei den in Europa vorkommenden Käfern um mindestens
drei verschiedene Populationen handelt, welche unabhängig voneinander eingeschleppt
wurden (Miller et al. 2005).
Im Sommer 2007 wurde der Schädling erstmals auch in Deutschland (Baden-Württem-
berg) nachgewiesen. In Nordrhein-Westfalen traten erste Exemplare im Sommer 2010
auf (Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen 2010). Der Westliche Maiswurzelboh-
rer ist in der EU als Quarantäneschaderreger eingestuft (Richtlinie 2000/29/EG). Bei
Auftreten des Schädlings gilt die Meldepflicht. Außerdem sind ein amtliches Monito-
ring und bestimmte Sofortmaßnahmen durchzuführen, die die Ausbreitung und Etablie-
rung des Schädlings verhindern sollen (Entscheidungen der Kommission 2003/766/EG,
2006/564/EG).
Rund 20 Mio. Hektar des weltweiten Maisanbaus sind vom Maiswurzelbohrer befal-
len (Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen 2010). In den USA verursachen die
Bekämpfung des Maiswurzelbohrers und die Ernteverluste Kosten von mehr als 1 Mrd.
US-Dollar pro Jahr (Krysan & Miller 1986, Chandler 2003, Schwabe et al. 2010).
Die Schäden an den Maispflanzen werden hauptsächlich durch die Larven verursacht,
die zunächst die Wurzelhaare fressen, sich später in Haupt- und Luftwurzeln einbohren
und sich durch das gesamte Wurzelwerk der Pflanze fressen. Dadurch kann der Wasser-
und Nährstoffbedarf der oberirdischen Pflanzenteile nicht mehr gedeckt werden. Zudem
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wird die Pflanze durch den Fraß an den Wurzeln anfälliger für Pilzinfektionen. Zum
Dritten nimmt die Standfestigkeit der Maispflanze ab, so dass die Pflanze bereits bei
leichtem Wind umfallen kann.
Die adulten Käfer fressen insbesondere die Narbenfäden der weiblichen Blütenstän-
de und Pollen. Dadurch wird die Befruchtung der befallenen Pflanze gestört und die
Einkörnung behindert.
3.1.4 Bekämpfung
Der finanzielle Schaden im Maisanbau, der durch den Schädlingsfraß von Maiszünsler
und Maiswurzelbohrer an Stängeln, Kolben oder Wurzeln verursacht wird, ist häufig
so hoch, dass eine Schädlingsbekämpfung unumgänglich ist. In der Praxis werden dafür
verschiedene Methoden eingesetzt (vgl. Meissle et al. 2010):
- Chemische Bekämpfung mittels synthetischer Insektizide.
- Einsatz von Bt-Präparaten. Die Bezeichnung „Bt“ steht für Bacillus thuringiensis
Berliner, ein ubiquitär vorkommendes Bakterium, das Endotoxine produziert,
welche unter bestimmten Bedingungen insektizide Wirkungen zeigen (siehe Kap.
3.1.5). Bt-Präparate wie z.B. Dipel© und Novodor© werden im Acker-, Obst-,
Gemüse-, Wein- und Zierpflanzenbau sowie im Forst angewendet. Im ökologischen
Landbau ist der Einsatz von Bt-Präparaten eine der gängigsten Behandlungsme-
thoden.
- Biologische Bekämpfung durch den Einsatz von Nützlingen wie Trichogramma-
Schlupfwespen und Nematoden.
- Biologische Bekämpfung durch den Einsatz von Pheromonen.
- Mechanische Bekämpfung durch Zerkleinern und tiefes Unterpflügen der Mais-
stoppeln nach der Ernte.
- Anbau von Bt-Mais (siehe Kap. 3.1.6)
3.1.5 Bt-Prinzip
Das Bakterium B. thuringiensis bildet während der Sporulation in kristalliner Form
vorliegende Proteine (crystal proteins, Cry-Proteine), die eine toxische Wirkung auf In-
sekten haben können. Die genetische Information für die Bildung dieser „δ-Endotoxine“
liegt auf einem oder mehreren Plasmiden. Die Proteine wirken zum Teil spezifisch auf
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bestimmte Insektenarten und Nematoden (Crickmore et al. 1998, Schnepf et al. 1998,
Crickmore et al. 2011). Zum Beispiel wirkt das Protein Cry1Ab gegen den Maiszünsler,
Cry1Ac gegen den Baumwollkapselwurm (Helicoverpa armigera) und die Amerikanische
Tabakeule (Heliothis virescens), Cry3A gegen den Kartoffelkäfer (Leptinotarsa decem-
lineata) und Cry3Bb1 gegen den Maiswurzelbohrer. Eine Schädigung vieler als indif-
ferent (z.B. Zikaden) oder nützlich (z.B. Marienkäfer) eingestufter Organismen durch
Bt-Proteine konnte bisher nicht nachgewiesen werden, auch konnte keine toxische Wir-
kung auf Säugetiere und den Mensch gefunden werden.
Die hohe Selektivität der Cry-Proteine gegenüber bestimmten Schadinsekten sowie die
nützlingsschonenden Eigenschaften waren Anlass, mit Hilfe gentechnischer Methoden
die entsprechenden kodierenden Gene aus verschiedenen B. thuringiensis-Serotypen zu
isolieren, teilweise zu modifizieren und in Kulturpflanzen zu übertragen.
Bisher wurden in viele verschiedene Pflanzen cry-Gene oder wirksame Teilsequenzen
eingebracht, die durch die Expression spezifischer Cry-Proteine in der Pflanze wirksam
gegen den Fraß bestimmter Schadinsekten schützen. Heutzutage ist Insektenresistenz
auf Bt-Basis neben Herbizidtoleranz das zweithäufigste übertragene Merkmal in gen-
technisch veränderten (gv) Pflanzen (James 2010).
3.1.6 Bt-Mais
Bt-Mais gehört zu den weltweit am häufigsten angebauten gv-Pflanzen. Insbesondere
als effektive Methode zur Bekämpfung der Hauptschädlinge Maiszünsler und Maiswur-
zelbohrer ist Bt-Mais von großer Bedeutung.
Durch die Expression Lepidopteren- bzw. Coleopteren-spezifischer Cry-Proteine wer-
den die an der Pflanze fressenden Larven gezielt bekämpft. Je nach Bt-Sorte differieren
sowohl die Mengen der Bt-Proteine als auch deren Verteilung in der Pflanze (Nguyen &
Jehle 2007, 2009).
Seit rund 10 Jahren werden zunehmend Sorten auf den Markt gebracht, die mehrere
eingeführte Gene (stacked genes) enthalten und somit Resistenzen gegenüber unter-
schiedlichen Zielorganismen bzw. zusätzliche Eigenschaften wie Herbizid- oder Virusre-
sistenz aufweisen können. In den USA lag 2009 der Anteil an stacked Sorten bei 75%
des Gesamt-gv-Maisanbaus (James 2009). In Zukunft werden stacked Sorten auch in der
EU immer mehr an Bedeutung gewinnen (James 2009, Stein & Rodríguez-Cerezo 2009).
In der EU ist Bt-Mais mit dem Event MON810 die einzige zugelassene gv-Pflanze, die
in wirtschaftlichem Maße angebaut wird. Inzwischen sind über 100 Sorten in den euro-
päischen Sortenkatalog eingetragen, die auf MON810 zurückgehen (Biosicherheit 2009)
und an verschiedene Standorte und Nutzungen angepasst sind. Der Anbau von MON810
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beschränkt sich auf sechs Länder der EU, von denen Spanien den größten Anteil an An-
bauflächen besitzt. In fast allen Ländern ist seit 2008 ein Rückgang im Bt-Maisanbau zu
verzeichnen. Seit dem Anbauverbot für MON810 in Deutschland im Jahre 2009 (Bundes-
amt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), Bescheid vom 17.04.2009,
Az. 6788-02-13) wird hierzulande kein Bt-Mais mehr kommerziell angebaut.
3.2 Risikobewertung und Monitoring
Die Verfahren zur absichtlichen Freisetzung von gentechnisch veränderten Organismen
(GVOs) zu experimentellen Zwecken sowie zum Inverkehrbringen, d.h. zur Markt-
zulassung, werden in der EU seit Februar 2001 durch die EU-Freisetzungsrichtlinie
(2001/18/EG) geregelt. Das Inverkehrbringen von GVOs, die als Lebens- oder Futter-
mittel dienen oder darin enthalten sind, regelt die Verordnung (EG) Nr. 1829/2003.
Beide Rechtsdokumente schreiben eine Umweltverträglichkeitsprüfung (UVP) vor (En-
vironmental Risk Assessment - ERA), die direkte oder indirekte, sofortige oder spätere
Risiken für Mensch und Umwelt bewerten soll. Diese wird von der zuständigen Behörde
des jeweiligen EU-Mitgliedstaates bewertet. In Deutschland ist dies das BVL. Leitlini-
en, nach denen die UVP für das Inverkehrbringen durchgeführt werden muss, wurden
vom GVO-Gremium (GMO panel) der Europäischen Behörde für Lebensmittelsicherheit
(EFSA) herausgegeben (EFSA 2010, siehe auch Bartsch 2010).
In der UVP müssen zunächst die Merkmale definiert werden, die aufgrund der gentech-
nischen Veränderung negative Auswirkungen (direkt oder indirekt) auf die menschliche
Gesundheit oder die Umwelt haben können (Problemformulierung, problem formulati-
on). Für alle identifizierten schädlichen Auswirkungen ist nachfolgend deren Ausmaß zu
bewerten, ebenso die Wahrscheinlichkeit, mit der schädliche Auswirkungen auftreten.
Abschließend ist das Risiko, das von GVOs auf Mensch und Umwelt ausgeht, einzu-
schätzen. Dabei setzt sich das Risiko (risk) zusammen aus dem Ausmaß des Schadens
(hazard), der durch den GVO verursacht wird, und der Eintrittswahrscheinlichkeit, mit
der Mensch und Umwelt mit diesem Merkmal in Kontakt kommen (exposure) (den Ni-
js & Bartsch 2004). Die UVP dient auch dazu festzustellen, ob ein Risikomanagement
erforderlich ist und, wenn ja, welche Methoden dafür geeignet sind. Unter Berücksich-
tigung der vorgeschlagenen Maßnahmen für das Risikomanagement soll eine Bewertung
des Gesamtrisikos vorgenommen werden.
Außerdem schreibt die EU-Freisetzungsrichtlinie die Erstellung eines Beobachtungs-
plans (anbaubegleitendes Monitoring, Post-Market Environmental Monitoring - PMEM)
für die Zeit nach dem Inverkehrbringen der GVOs vor, mit dem das Auftreten und das
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Ausmaß potentieller schädlicher Auswirkungen beobachtet werden soll. Dabei sollen au-
ßerdem alle schädlichen Effekte auf Mensch und Umwelt ermittelt werden, die in der
UVP nicht vorhergesehen wurden.
Das Monitoring umfasst eine allgemeine Beobachtung (general surveillance) sowie ei-
ne fallspezifische Beobachtung (case specific monitoring). Die allgemeine Beobachtung
dient dazu, unvorhergesehene schädliche Effekte aufzuspüren, während die fallspezifi-
sche Überwachung alle negativen Auswirkungen gezielt beobachten soll, die in der UVP
ermittelt wurden. Dafür ist ein ausreichend langer Zeitraum einzurechnen, so dass auch
eventuell später auftretende negative Effekte erfasst werden können.
Zuständig für die Erstellung des Monitoringplans ist der Antragsteller. Ihm stehen
dafür entsprechende Leitlinien der EFSA zur Verfügung (EFSA 2006), diese wurden
jüngst überarbeitet (EFSA 2011).
Anhand der eingereichten Antragsunterlagen inklusive UVP und Monitoringplan und
unter Berücksichtigung aktueller einschlägiger wissenschaftlicher Informationen führt
die EFSA eine unabhängige Risikobewertung durch. Dabei nimmt sie auch Stellung zur
wissenschaftlichen Qualität des vorgelegten Monitoringplans. Die Risikobewertung der
EFSA ist die Basis für die Zulassung der GVOs, die durch die EU-Kommission und die
Mitgliedstaaten erfolgt.
3.3 Stand der Wissenschaft
Die Risikobewertung von gv-Pflanzen schließt als wichtigen Aspekt die Prüfung even-
tueller Auswirkungen auf Nichtzielorganismen mit ein. Einer solchen Prüfung liegt zum
einen die Wertschätzung des Menschen gegenüber Organismen zugrunde, die allgemein
als schützenswert erachtet werden und wichtige Funktionen im ökologischen Gefüge er-
füllen können, zum anderen die Verpflichtung zum Erhalt der Biodiversität (Convention
on Biological Diversity 1992).
Bei Bt-Mais, der Lepidopteren-spezifische Cry-Proteine exprimiert, können Effekte
auch bei Larven von Nichtziel-Schmetterlingen auftreten, wenn sie Cry-proteinhaltige
Pflanzenteile aufnehmen. Dies kann z.B. durch den Fraß von Pollen erfolgen: Aufgrund
der Windblütigkeit von Mais wird der Pollen in die Umgebung der Maisfelder verfrachtet
und lagert sich dort auf anderen Pflanzen ab. Dabei kann es sich um Wirtspflanzen
von Nichtziel-Schmetterlingslarven handeln, über die die Larven den aufliegenden Bt-
Maispollen beim Fraß mit aufnehmen können.
Untersuchungen zu möglichen Auswirkungen von Bt-Maispollen auf Nichtziel-Schmet-
terlinge liegen in der Literatur vielfach vor. Die erste aufsehenerregende Studie erschien
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1999 in der Zeitschrift Nature: Losey et al. (1999) führten in den USA Fütterungsver-
suche mit den Larven des Monarchfalters (Danaus plexippus) durch. Der Monarchfalter
gehört in Nordamerika zu den beliebtesten Schmetterlingen überhaupt und wird sogar
in einigen US-Staaten als Wahrzeichen (state insect) geführt.
Losey et al. (1999) stellten in ihren Studien u.a. eine erhöhte Mortalitätsrate bei Lar-
ven fest, die mit Bt-Pollen gefüttert worden waren. Die Laborversuche lieferten allerdings
ausschließlich Daten zum Schaden (hazard) an den Larven und berücksichtigten nicht
die Wahrscheinlichkeit, mit der die Larven in ihrem natürlichen Umfeld mit dem Pollen
in Kontakt kommen können (exposure). Da das Umweltrisiko für eine Art als Funktion
von Schadenshöhe und Eintrittswahrscheinlichkeit beschrieben werden kann (den Nijs
& Bartsch 2004), sind für eine Risikoeinschätzung beide Aspekte zu betrachten. Daher
konnten anhand der Daten von Losey et al. (1999) keine direkten Rückschlüsse auf das
Umweltrisiko für den Monarchfalter gegenüber Bt-Maispollen gezogen werden.
Seitdem wurden zur Auswirkung von Bt-Maispollen auf Nichtziel-Schmetterlingsar-
ten mehrere Studien veröffentlicht, die neben dem Schaden auch die Exposition im Feld
berücksichtigten (z.B. Sears et al. 2001, Wolt et al. 2003, Dively et al. 2004). Diese Ar-
beiten relativierten die Ergebnisse von Losey et al. (1999) hinsichtlich des tatsächlichen
Risikos des Monarchfalters gegenüber Bt-Maispollen.
Bis heute liegen überwiegend Studien vor, die mit amerikanischen Schmetterlings-
arten durchgeführt wurden. Untersuchungen zu europäischen Arten sind rar (Lang &
Otto 2010). Derzeit liefern Felke (2000), Felke et al. (2002, 2010), Felke & Langenbruch
(2001, 2003, 2005), Hanley et al. (2003), Schmitz et al. (2003), Darvas et al. (2004),
Gathmann et al. (2006a, 2006b) und Lang & Voitech (2006) Daten zu europäischen
Nichtziel-Schmetterlingen in Bezug auf potentielle Beeinträchtigungen durch Bt-Mais.
Dabei konzentrierten sich Felke (2000), Felke et al. (2002, 2010), Felke & Langenbruch
(2001, 2003), Hanley et al. (2003) und Lang & Voitech (2006) auf die Frage nach dem
Schaden, indem sie Fraßversuche mit Larven verschiedener Nichtziel-Schmetterlingsarten
durchführten, während Schmitz et al. (2003), Darvas et al. (2004) und Gathmann et al.
(2006a, 2006b) die Exposition im Feld untersuchten. Nur Felke & Langenbruch (2005)
führten Untersuchungen sowohl zum Schaden als auch zur Exposition im Feld durch,
allerdings hauptsächlich mit dem nicht mehr zugelassenen Event Bt176.
Mit den vorliegenden Literaturdaten führten Perry et al. (2010) eine Modellierungs-
studie durch, um die Mortalitätsraten von drei Nichtziel-Schmetterlingen im Feld für
unterschiedliche Regionen zu ermitteln. Dabei wurden neben den Ergebnissen aus der
Literatur auch mögliche weitere Einflussfaktoren mit eingerechnet. Die Studie zog jedoch
bald Kritik nach sich, in der die Richtigkeit und Aussagekraft der Modellierungsergeb-
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nisse in Frage gestellt wurden, u.a. weil die Studie nur auf wenigen Datensätzen basierte
(Lang et al. 2011). Perry et al. (2011) betonen in ihrer Antwort auf Lang et al. (2011) den
Modellierungscharakter ihrer Arbeit sowie deren Stärken und Schwächen und empfehlen
die Erhebung weiterer Daten zur Verbesserung ihres Modells.
3.4 Ziel der vorliegenden Arbeit
Der Mangel an komplexen Studien mit europäischen Nichtziel-Schmetterlingsarten, die
sowohl den direkten Schaden durch die Aufnahme von Bt-Maispollen als auch die Ex-
position im Feld untersuchen, war Anlass für die vorliegende Doktorarbeit, die im Rah-
men des BMBF-Forschungsprojektes „Effekte von Bt-Mais mit multiplen Maiszünsler-
und Maiswurzelbohrer-Resistenzgenen auf Nicht-Zielorganismen“ durchgeführt wurde.
In ihr sollen am Beispiel zweier Schmetterlingsarten beide Aspekte systematisch be-
arbeitet werden und schließlich durch Zusammenführen aller Daten das Umweltrisiko
gegenüber dem verwendeten Bt-Maisevent umfassend beurteilt werden. Als Maissorte
wurde ein stacked Bt-Mais ausgewählt (siehe Kap. 4.1), da es in der Literatur bisher
nur eine Studie gibt, die potentielle Auswirkungen einer stacked Maissorte auf Nichtziel-
Schmetterlinge am Beispiel von D. plexippus untersucht (Mattila et al. 2005). Denkbar
wäre, dass neben Effekten durch ein einzelnes Cry-Protein auch synergistische Effekte
multipler veränderter Merkmale auftreten könnten, die möglicherweise deutlich stärker
und komplexer sind (vgl. Lang und Otto 2010).
Weiteres Ziel der Arbeit ist die Entwicklung und Bewertung von Methoden, die mit
überschaubarem Arbeitsaufwand repräsentative Ergebnisse gewährleisten und für ein
anbaubegleitendes Monitoring vorgeschlagen werden können.
Die Auswahl geeigneter Schmetterlingsarten erfolgte nach folgenden Kriterien: 1. Die
Entwicklung der Larven sollte zur Zeit der Maisblüte stattfinden, um eine potentielle
zeitliche Exposition gegenüber Maispollen sicher zu stellen, 2. die Arten sollten in der
Agrarlandschaft vorkommen, um eine räumliche Exposition zu gewährleisten, und 3. es
sollte sich um häufige Arten handeln, da diese für Untersuchungen zur Exposition im
Freiland am besten geeignet sind (Aviron et al. 2009).
Anhand der genannten Kriterien wurden die beiden Schmetterlingsarten Kleiner Fuchs
(Aglais urticae) und Tagpfauenauge (Inachis io) für die vorliegende Arbeit ausgewählt,
die im Folgenden vorgestellt werden.
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3.5.1 Systematische Einordnung
Der Kleine Fuchs (Aglais urticae L.; Syn.: Nymphalis urticae) und das Tagpfauenau-
ge (Inachis io L.; Syn.: Nymphalis io) gehören systematisch zur Ordnung Lepidoptera
(Schmetterlinge), dort zur Familie Nymphalidae (Edelfalter), Unterfamilie Nymphalinae
(Fleckenfalter), Tribus Nymphalini. Die Familie der Edelfalter umfasst weltweit etwa
6.000 Arten, zu denen die zum Teil farbenprächtigsten Falter Europas gehören. Die Fa-
milie Nymphalidae wird in bis zu zwölf Unterfamilien unterteilt, von denen sieben mit
115 Arten im deutschsprachigen Raum (Deutschland, Schweiz, Österreich) vorkommen.
Europaweit findet man 244 Arten und Unterarten dieser Familie. Der Schwerpunkt ihrer
Biodiversität liegt in den Tropen Südamerikas.
3.5.2 Kleiner Fuchs (Aglais urticae)
3.5.2.1 Vorkommen und Verbreitung
Das Verbreitungsgebiet des Kleinen Fuchses erstreckt sich auf ganz Europa bis in den
hohen Norden (Weidemann 1995) und Asien bis an den Pazifik (Tolman & Lewington
1998). Er fehlt auf den Atlantischen Inseln, Nordwest-Afrika und den Mittelmeerinseln,
außer Sizilien (Tolman & Lewington 1998). Man findet die Art bis in eine Höhe von
3.000 Metern (Tolman & Lewington 1998). In Deutschland gehört der Kleine Fuchs zu
den häufigsten Tagfaltern (Roer 1965).
3.5.2.2 Habitat
Als Kulturfolger und Ubiquist tritt A. urticae in fast allen Lebensräumen auf, in de-
nen die Nahrungspflanze der Larven, die Große Brennnessel (Urtica dioica), vorkommt
(Tolman & Lewington 1998). Dies sind zum Beispiel Hecken, Gärten, Parks, Brachland
(Carter & Hargreaves 1987), Wegränder und Feldraine (Weidemann 1995). Die Imagines
sind aber auch weitab geeigneter Eiablageplätze zu finden, wenn genügend Nektarpflan-
zen vorhanden sind (Ebert & Rennwald 1991). In offenen Lebensräumen tritt A. urticae
überall häufig auf (Bellmann 2009).
3.5.2.3 Merkmale der Falter
Die Falter (Abb. 3.5) erreichen eine Flügelspannweite von 40-50mm (Bellmann 2009).
In Mittel- und Hochgebirgslagen sind sie häufig größer und heller, im nördlichen Europa
eher kleiner und dunkler (Tolman & Lewington 1998).
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Abb. 3.5: A. urticae-Falter: Flügelober-
und -unterseite
Die Flügeloberseiten haben eine rötlich-
orangebraune Grundfarbe (Weidemann 1995).
Der Flügelansatz ist dunkelbraun. Der Vor-
derrand der Vorderflügel weist ein schwarz-
gelbes Fleckenmuster auf, das mit einem wei-
ßen Fleck vor der Flügelspitze endet.
Der Außenrand beider Flügelpaare ist
dunkelgrau-braun. An ihm entlang läuft ein
blauer, dunkel umfasster Fleckensaum. Auf den Vorderflügeln finden sich je zwei kleine
und ein großer schwarzer Fleck, am Hinterflügel je ein großer schwarzer Fleck, der am
dunkelbraunen Basalteil anschließt.
Die Unterseite der Hinterflügel ist dunkelbraun mit aufgehelltem Saumfeld, die Un-
terseite der Vorderflügel ist verschieden gefärbt: Ein großer Abschnitt ist hellbraun, die
großen schwarzen Randflecken der Vorderseite sind deutlich zu erkennen, weniger deut-
lich auch der blaue Fleckensaum. Die Flügelunterseiten ähneln einem trockenen Blatt
und dienen im Ruhezustand der Tarnung (Mimese) (Brakefield et al. 1992).
3.5.2.4 Merkmale der Larven
Abb. 3.6: A. urticae-
Larve im letzten Larven-
stadium
Die Larven (Abb. 3.6) können bis 30mm lang werden und
sind schwarz mit feinen hellen Punkten (Bellmann 2009).
Entlang der Seiten und auf dem Rücken laufen zwei gelbe
Längsstreifen, deren Ausprägung sehr unterschiedlich aus-
fallen kann (Roer 1965). Der Raupenkörper trägt auf dem
Rücken und an den Seiten verzweigte Dornen. Der Rau-
penkopf ist schwarz (Carter & Hargreaves 1987, Bellmann
2009). In den ersten beiden Larvenstadien sind diese Merk-
male meist nur wenig deutlich ausgeprägt und die Larven
sind schwer von denen des Tagpfauenauges zu unterscheiden (siehe Kap. 3.5.3.4). Ei-
ne sichere Artbestimmung der Larven kann optisch erst ab dem dritten Larvenstadium
erfolgen (Weidemann 1995, Bellmann 2009).
3.5.2.5 Nahrung
Das Spektrum der Nektarpflanzen, an denen die Falter saugen, ist sehr breit gefächert.
Zu den wichtigsten Nahrungspflanzen zählen u.a. Acker-Kratzdistel (Cirsium arvense),
Wiesen-Flockenblume (Centaurea jacea), Rotklee (Trifolium pratense) und Gewöhnli-
cher Wasserdost (Eupatorium cannabinum) (Ebert & Rennwald 1991). Unter den Gar-
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tenpflanzen sind besonders Sommerflieder (Buddleja spec.), Bartnelke (Dianthus bar-
batus) und Astern (Aster spec.) beliebt (Ebert & Rennwald 1991, Weidemann 1995,
Tolman & Lewington 1998). Im Frühjahr dienen Frühblüher wie Huflattich (Tussilago
farfara), Seidelbast (Daphne mezereum) und Salweiden (Salix caprea) als Nektarquelle
(Weidemann 1995, Bellmann 2009).
Die Larven sind monophag und ernähren sich von den Blättern der Großen Brenn-
nessel. Mitunter wird auch die Kleine Brennnessel (Urtica urens) und Hopfen (Humulus
lupulus) als Futterpflanze angenommen (Roloff 1991, Settele et al. 2009, Porter 2010).
Da sichere Freilandbelege jedoch nicht vorliegen, scheinen U. urens und H. lupulus nur
eine sehr untergeordnete Rolle zu spielen (Roer 1965).
3.5.2.6 Phänologie
Der Kleine Fuchs tritt in warmen Regionen in zwei bis drei Generationen pro Jahr von
Mai bis Oktober auf, in kalten Gebieten und in hohen Lagen nur in einer Generation
von Mai bis August (Roer 1965, Tolman & Lewington 1998).
Nach der Überwinterung fliegen die ersten Falter vereinzelt und je nach Witterung
bereits im Februar (Bellmann 2009), meist aber von März bis April, nach Stamm (1981)
noch bis Ende Mai. Die erste Larvengeneration tritt im Mai und Juni auf (Porter 2010).
Ab Anfang Juni fliegen die Falter dieser ersten Generation (Ebert & Rennwald 1991).
Die zweite Larvengeneration entwickelt sich im Juli und August (Roer 1965, Porter
2010). Die Falter schlüpfen im August/September (Roer 1965). Gelegentlich kommt es
zu einer dritten Generation (Roer 1965, Ebert & Rennwald 1991, Bellmann 2009). Die
Falter der letzten Jahresgeneration überwintern und pflanzen sich erst im folgenden
Frühjahr fort (Carter & Hargreaves 1987, Bellmann 2009).
3.5.2.7 Entwicklung
Mit Beginn des Frühlings kommen die Falter aus den Winterquartieren. Die Paarung
erfolgt erst später im Frühjahr (Roer 1965). Von Mitte April bis Anfang Mai suchen die
Weibchen geeignete Eiablagebiotope auf (Roer 1965). Für die Eiablage werden meist
sonnige und geschützt liegende Brennnesselstandorte bevorzugt (Pyörnilä 1976a, Pol-
lard et al. 1997). Die Falter setzen ihre Eigelege aus 50 bis 200 Eiern (Bellmann 2009)
an die Blattunterseiten der Brennnesselpflanzen ab. Nach Roer (1965), Dennis (1984,
1985a) und Ebert & Rennwald (1991) werden dafür vorrangig die Triebspitzen frisch
ausgetriebener Brennnesseln gewählt, während Pyörnilä (1976a) eine Eiablage in durch-
schnittlich 15 bis 30 cm von der Triebspitze entfernt angibt.
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Abb. 3.7: Gelege von A. ur-
ticae
Die Eier sind zylinderförmig, nach oben und unten ver-
jüngt mit deutlichen, hervortretenden Längsrippen (Weide-
mann 1995) (Abb. 3.7). Nach etwa zehn Tagen schlüpfen
die Raupen (Pyörnilä 1976a, Carter & Hargreaves 1987).
Die Entwicklungsdauer der Eier hängt von der Witterung
(Niederschlag, Temperatur) ab (Herold 1992).
Die jungen Larven fressen bis zur letzten Häutung gesel-
lig in selbst gesponnenen Gespinsten (Carter & Hargreaves 1987, Ebert & Rennwald
1991, Porter 2010). Mit Beginn des letzten Larvenstadiums vereinzeln sie sich (Roer
1965, Carter & Hargreaves 1987, Tolman & Lewington 1998, Porter 2010). Die Rau-
pen häuten sich insgesamt vier mal und durchlaufen fünf Larvenstadien („L1“-„L5“). Die
Entwicklungsdauer vom Schlüpfen bis zur erwachsenen Raupe dauert im Durchschnitt
zwei Wochen, differiert aber stark je nach Witterung (Roer 1965).
Nach etwa einem Monat heften sich die Larven an Pflanzenstängel (Carter & Hargrea-
ves 1987) und verpuppen sich zu einer braunen oder hellgrünen Stürzpuppe, die mehrere
Dornen und golden-metallische Bereiche aufweist (Weidemann 1995) (Abb. 3.8). Nach
rund zwei Wochen schlüpfen die Falter (Carter & Hargreaves 1987).
Abb. 3.8: Puppen
von A. urticae
Die Entwicklung vom Ei bis zum Falter ist sehr stark tempera-
turabhängig und dauert insgesamt zwischen einem und zwei Mo-
naten. Dabei entfällt die Hälfte der Zeit auf das Raupen- und je ein
Viertel auf das Ei- und Puppenstadium (Ebert & Rennwald 1991).
Der Kleine Fuchs überwintert als Falter überwiegend in Häusern
(Roer 1965, Ebert & Rennwald 1991, Tolman & Lewington 1998),
dort bevorzugt auf Dachböden (Ebert & Rennwald 1991), aber
auch in alten Scheunen (Herold 1992) oder in Höhlen (Dobat 1975).
3.5.2.8 Wanderverhalten der Falter
Die Falter von A. urticae gelten als Binnenwanderer 1. Ordnung (Eitschberger & Stei-
niger 1980), die innerhalb ihres Verbreitungsgebietes gerichtete Wanderungen unterneh-
men. Roer (1965) gibt als maximale Wanderstrecke 150 km an, meist bleibt es aber bei
weniger als 100 km. Vermutet wird, dass sich die Falter von der Luftströmung transpor-
tieren lassen (Roer 1965, 1968).
3.5.2.9 Feinde
Entgegen der weit verbreiteten Meinung, die Larven würden aufgrund der zahlreichen
Dornen nicht von Vögeln gefressen (Herold 1992, Bellmann 2009), berichtet Roer (1965)
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von Haussperlingen (Passer domesticus) und Kuckuck (Cuculus canorus), die große
Mengen an Raupen fraßen.
Räuberische Fressfeinde der Larven sind die Große Grüne Laubheuschrecke (Tetti-
gonia viridissima), Schwebfliegen-Larven (Syrphidae) und die Zweizähnige Dornwanze
(Picromerus bidens) (Roer 1965).
Die Puppen werden von Vögeln gefressen (Bellmann 2009), ebenso die Falter, aller-
dings eher zögerlich (Hagen et al. 2003). Es scheint, dass Vögel durch die auffällige
Flügelfärbung der Falter abgeschreckt werden.
Ein großer Teil der Larven und Puppen wird von verschiedenen Parasitoiden befallen,
so von parasitisch lebenden Zweiflüglerlarven (Diptera) (Tolman & Lewington 1998),
verschiedenen Brackwespen (Braconidae) und Schlupfwespen (Ichneumonidae) (Roer
1965).
3.5.3 Tagpfauenauge (Inachis io)
3.5.3.1 Vorkommen und Verbreitung
Abb. 3.9: I. io-Falter: Flügelober- und
-unterseite
I. io ist in Europa mit Ausnahme des ho-
hen Nordens und Teilen der Iberischen Halb-
insel und Griechenlands weit verbreitet (Tol-
man & Lewington 1998). Zunehmend breitet
sich das Tagpfauenauge auch im hohen Nor-
den aus, was auf klimatische Faktoren zurück-
zuführen ist (Roer 1965). Östlich erstreckt sich
das Verbreitungsgebiet bis nach Japan (Roer
1965, Weidemann 1995, Tolman & Lewington 1998). Man findet I. io bis in eine Höhe
von 2.500 Metern (Tolman & Lewington 1998).
3.5.3.2 Habitat
Tagpfauenaugen kommen in vielen verschiedenen Lebensräumen vor, so z.B. überall im
Offenland, an Waldrändern, auf sonnigen Lichtungen, feuchtnassen Wiesen, Brachland,
häufig auch im Siedlungsbereich in Gärten und Parks (Ebert & Rennwald 1991, Tolman
& Lewington 1998, Bellmann 2009, Settele et al. 2009).
3.5.3.3 Merkmale der Falter
Die Falter (Abb. 3.9) erreichen eine Flügelspannweite von 50-55mm (Bellmann 2009).
Die Flügeloberseiten haben eine rostrote Grundfärbung. Auf der Oberseite jedes Flü-
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gels ist ein großer Augenfleck (Weidemann 1995, Settele et al. 2009, Bellmann 2009).
Am vorderen Rand der Vorderflügel befinden sich ein gelblich-weißer und zwei schwarze
Flecken. Beide Flügelpaare umzieht ein breiter, graubrauner Außenrand. Die Flügelun-
terseiten sind dunkelgrau und schwarz marmoriert (Bellmann 2009) und imitieren die
Gestalt eines trockenen Blattes (Mimese) (Brakefield et al. 1992).
3.5.3.4 Merkmale der Larven
Abb. 3.10: I. io-Larve im
letzten Larvenstadium
Die Raupen können eine Länge von 42mm erreichen
(Carter & Hargreaves 1987, Bellmann 2009). Sie sind
schwarz und weisen am ganzen Körper zahlreiche feine
weiße Punkte und schwarze Dornen auf (Carter & Har-
greaves 1987, Bellmann 2009) (Abb. 3.10). Die Bauch-
beine sind gelblichbraun, der Kopf ist glänzend schwarz
(Carter & Hargreaves 1987) und unbedornt (im Gegen-
satz zu den äußerlich sehr ähnlichen Larven des Land-
kärtchens (Araschnia levana)) (Settele et al. 2009).
3.5.3.5 Nahrung
Violette Blüten machen ca. 90% der Nektarpflanzen aus, an denen die Falter saugen
(Settele et al. 2009). Im Frühjahr sind Huflattich, Salix-Blüten und Seidelbast als Nek-
tarpflanzen beliebt (Ebert & Rennwald 1991, Tolman & Lewington 1998, Settele et al.
2009), später auch Schlehen-Blüten (Prunus spinosa), andere Prunus-Arten und Löwen-
zahn (Taraxacum officinale) (Ebert & Rennwald 1991). Im Sommer zählen Wasserdost
sowie Acker- und Sumpf-Kratzdistel (Cirsium palustre) zu den wichtigsten Nektarquel-
len (Ebert & Rennwald 1991). Sehr beliebt, besonders in Gärten, sind die Blüten des
Sommerflieders (Ebert & Rennwald 1991, Tolman & Lewington 1998, Settele et al. 2009).
Eine wichtige Bedeutung als Nahrungsquelle im Herbst spielt überreifes Obst (Ebert &
Rennwald 1991).
Die Larven der kontinentalen Falter ernähren sich ausschließlich von Blättern der
Großen Brennnessel. Möglicherweise werden auch andere Brennnesselarten gefressen
(Bellmann 2009). Koch (1991) und Porter (2010) geben auch H. lupulus als Futter-
pflanze an, doch vermutlich beruhen diese Angaben auf sehr alten Quellen und konnten
bis jetzt nicht bestätigt werden (Wirooks & Theißen 1999). Auf der Insel Samos, wo U.
dioica nicht heimisch ist, ernähren sich die Larven von Aufrechtem Glaskraut (Parietaria
officinalis) (Tolman & Lewington 1998).
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3.5.3.6 Phänologie
Die Angaben zur Anzahl der Generationen pro Jahr variieren in der Literatur sehr stark.
Während Carter & Hargreaves (1987), Tolman & Lewington (1998) und Porter (2010)
eine Generation pro Jahr angeben, deren Falter von Juni bis August fliegen, geben Roer
(1965), Pullin (1986b), Ebert & Rennwald (1991), Weidemann (1995), Bellmann (2009)
und Settele et al. (2009) ein bis zwei Generationen an. Mitunter kommt es auch zu einer
dritten Generation (Bellmann 2009).
Im Rheinland ist I. io meist monovoltin (Stamm 1981) mit einer Raupengenerati-
on von Ende Mai bis Juli. Partiell tritt hier eine zweite Generation im September auf
(Wirooks & Theißen 1999). Roer (1965) gibt für das Rheinland eine regelmäßig auf-
tretende zweite Generation für August/September an. In Baden-Württemberg kommen
nach Eber & Rennwald (1991) vielfach zwei Bruten mit Larven von Mai bis Anfang Juli
und August bis September, selten sogar bis Oktober oder November vor.
Die Tendenz zur Mehrbrütigkeit verstärkt sich nach Süden hin (Roer 1965), in höheren
und kühleren Gebieten tritt eine zweite Generation - wenn überhaupt - nur partiell auf
(Ebert & Rennwald 1991).
3.5.3.7 Entwicklung
Abb. 3.11: Gelege von I. io
Nach der Überwinterung können die ersten Falter von
März bis Mai (Tolman & Lewington 1998), bisweilen schon
ab Februar (Bellmann 2009) beobachtet werden. Ab Mai
legen die Weibchen ihre Eigelege aus 50 bis 200 Eiern
(Bellmann 2009) im Bereich der Triebspitze der Brenn-
nesseln ab (Ebert & Rennwald 1991). Die Eier sind ca.
einen Millimeter groß, grün und mit acht feinen Längsrip-
pen versehen (Bellmann 2009) (Abb. 3.11) und werden auf die Unterseite der Blätter
von sonnig bis halbschattig stehenden Brennnesselpflanzen gelegt (Roer 1965, Bellmann
2009). Bellmann (2009) und Settele et al. (2009) geben als weitere Voraussetzungen für
einen idealen Eiablageort einen luftfeuchten und windgeschützten Standort an, wäh-
rend Roer (1965) auch trockene Örtlichkeiten, wie Kiesgruben oder Ruderalplätze, als
Larvenhabitat nennt.
Nach zwei bis drei Wochen schlüpfen die Larven, die gesellig in einem dichten, wei-
ßen Gespinst leben (Carter & Hargreaves 1987, Weidemann 1995, Bellmann 2009). Sie
häuten sich insgesamt vier mal und durchlaufen fünf Larvenstadien. Die Entwicklungs-
geschwindigkeit der Larven verkürzt sich mit zunehmender Temperatur (Pullin 1986b).
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Abb. 3.12: Puppe
von I. io
Mit Beginn des letzten Larvenstadiums (L5) endet die gesellige
Lebensweise und die Larven vereinzeln sich (Roer 1965, Carter &
Hargreaves 1987, Bellmann 2009). Etwa drei bis vier Wochen nach
dem Schlüpfen verpuppen sich die Larven als Stürzpuppe an tro-
ckenen Pflanzenstängeln (Bellmann 2009) oder in Mauerritzen u.ä.
(Roer 1965). Die Puppe (Abb. 3.12) kann grün oder graubraun ge-
färbt sein (Weidemann 1995) und weist zwei Reihen Dornen auf.
Nach zwei bis drei Wochen schlüpfen die Falter (Carter & Har-
greaves 1987). Nach Tolman & Lewington (1998) können sie je nach
Witterungsbedingungen bereits ab Juli in Diapause gehen. Meist pflanzen sich die Fal-
ter aber schon wenig später fort (Ebert & Rennwald 1991, Bellmann 2009). Die Larven
der zweiten Generation erscheinen dann von August bis September (Ebert & Renn-
wald 1991). Ab Oktober suchen die Falter zur Überwinterung geschützte, mäßig feuchte
Quartiere auf (Bellmann 2009), die kühl und dunkel sind, z.B. Baumhöhlen, Felsspal-
ten, Gartenhäuser (Tolman & Lewington 1998), Dachböden (Ebert & Rennwald 1991,
Weidemann 1995, Bellmann 2009, Settele et al. 2009), Keller und Höhlen (Ebert &
Rennwald 1991, Bellmann 2009).
3.5.3.8 Wanderverhalten der Falter
Im Gegensatz zu A. urticae sind Wanderflüge bei I. io im mitteleuropäischen Raum
wenig bekannt (Roer 1965, 1969). Ebert & Rennwald (1991) berichten von (bisher nicht
bewiesenen) Dispersionsflügen von höheren in tiefere Lagen. Beobachtungen zu Herbst-
und Frühjahrsflügen liegen nur vereinzelt aus verschiedenen Ländern vor. Lediglich in
Finnland wurden regelmäßige Wanderungen nachgewiesen (Palmen 1949, Kaisila 1962).
Fest steht, dass die Flugleistung der Falter von der Witterung abhängt (Roer 1965).
3.5.3.9 Feinde
Als Hauptfeinde des Tagpfauenauges gelten verschiedene Raupenfliegen (Tachinidae),
deren Larven sich parasitisch in den I. io-Larven entwickeln (Roer 1965). Außerdem
werden die Raupen von einigen Schlupfwesen (Ichneumonidae) parasitiert. Als Puppen-
parasit tritt Pteromalus puparum (Chalcididae) auf (Roer 1965).
Fressfeinde der Larven und frisch geschlüpfter Falter sind einige Arten von Faltenwes-
pen (Vespidae) (Roer 1965).
Insektenfressende Vögel wie der Hausrotschwanz (Phoenicurus ochrurus) gelten als
Fressfeinde der Imagines (Roer 1965). Allerdings verfügen die Falter über einen gewis-
sen Schutz vor einigen Vogelarten, indem sie die Augenflecken ihrer Flügel zeigen und
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gleichzeitig ein zischendes Geräusch produzieren (Roer 1965, Vallin et al. 2005). Durch
dieses Abwehrverhalten werden Kohlmeisen (Parus major) recht effektiv abgeschreckt
(Vallin et al. 2007). Nach Vallin et al. (2005, 2006) schützt das Abwehrverhalten am
wirkungsvollsten vor Fraß durch Blaumeisen (Parus caeruleus). Eigene Beobachtungen
widerlegen dies allerdings.
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Im Folgenden wird zunächst die gv-Maissorte vorgestellt, die in Hinsicht auf potenti-
elle Risiken für die ausgewählten Nichtziel-Schmetterlingsarten umfassend untersucht
wurde (Kap. 4.1). Zur Abschätzung des Schadens durch Bt-Maispollen auf A. urticae-
und I. io-Larven wurden Laborversuche durchgeführt (Kap. 4.2). Um die Exposition
gegenüber Maispollen auf lokaler Ebene zu ermitteln, wurde die Pollenverbreitung im
Freiland erfasst (Kap. 4.3). In Form von Kartierungen wurde schließlich die zeitliche und
räumliche Exposition der beiden Schmetterlingsarten in der Agrarlandschaft untersucht
(Kap. 4.4).
4.1 Der gv-Mais MON89034 xMON88017
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete gv-Maislinie DKC 5143-Bt (Event
MON89034 xMON88017) ist ein Produkt der Firma Monsanto. Es handelt sich
um einen sogenannten „stacked“ Mais, ein Hybrid aus den Events MON89034 und
MON88017. Sowohl MON89034 als auch MON88017 wurden durch Transformation
mit Hilfe von Rhizobium radiobacter (früher: Agrobacterium tumefaciens) hergestellt.
MON89034 xMON88017 weist die kombinierten Eigenschaften der beiden Elternlinien
auf, eine Resistenz gegen bestimmte Lepidopteren- und Coleopteren-Schädlinge sowie
eine Toleranz gegenüber glyphosathaltigen Herbiziden.
Die Lepidoptera-Resistenz wird durch die eingeführten cry1A.105 und cry2Ab2 Ge-
ne in MON89034 erreicht, die beide aus dem Bakterium Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki (Bt) stammen. Die Expression der Proteine Cry1A.105 und Cry2Ab2 verleiht
der Pflanze Resistenzen gegenüber verschiedenen Schädlingen wie dem Maiszünsler (O.
nubilalis), dem Maisstängelbohrer (Sesamia spp.), der Baumwolleule (Spodoptera spp.),
der Kräuterflur-Bodeneule (Agrotis ipsilon) und dem Baumwollkapselbohrer (Helico-
verpa zea). Cry1A.105 ist dabei ein Fusionsprodukt aus verschiedenen Domänen der
Proteine Cry1Ab, Cry1Ac und Cry1F.
Die Coleoptera-Resistenz wird durch das cry3Bb1 Gen aus B. thuringiensis ssp.
kumamotoensis in MON88017 vermittelt, das für das Coleopteren-spezifische Protein
Cry3Bb1 codiert. Die Expression von Cry3Bb1 verleiht der Pflanze einen Schutz vor
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Vertretern der Gattung Diabrotica, wie dem Westlichen Maiswurzelbohrer (D. virgifera
virgifera).
Die Toleranz gegenüber Glyphosat wird durch die Expression des Proteins CP4 EPSPS
in MON88017 erreicht. Das cp4 epsps Gen stammt aus A. tumefaciens, Stamm CP4.
MON89034 xMON88017 exprimiert in allen Geweben außer den Kolben alle oben
genannten Proteine. Die von Monsanto angegebenen Gehalte dieser Proteine im Pollen
sind in Tab. 4.1 zusammengefasst.
Tab. 4.1: Cry- und CP4 EPSPS-Proteingehalte im Pollen nach Angaben des Herstellers
Cry1A.105 Cry2Ab2 Cry3Bb1 CP4 EPSPS
Mittelwert (SD)
[µg/g FG]* 8,6 (1,7) 0,33 (0,053) 8,0 (1,3) 170 (47)
* n=15
4.2 Laboruntersuchungen
Anhand von Fraßversuchen im Labor sollte die Wirkung der Cry-Proteine im Pollen auf
Schmetterlingslarven unter standardisierten Bedingungen untersucht werden. Es wurden
sowohl Tests mit einmaliger als auch mit mehrmaliger Pollengabe durchgeführt.
Zur Gewinnung des Maispollens wurden im Gewächshaus Maispflanzen der Linien
DKC 5143-Bt (Event MON89034 xMON88017) („Bt“), DKC 5143 (nah-isogene Linie)
(„Iso“) und Benicia (konventionelle Vergleichssorte) herangezogen. Zur Blüte wurde der
Pollen täglich geerntet, indem die Blüten in Papiertüten geschüttelt wurden. Die An-
theren wurden aussortiert und der Pollen bei -50 °C eingefroren.
Für die ersten Laborversuche wurden Larven von A. urticae und I. io der Früh-
jahrsgeneration im Freiland gesammelt. Da bei Tieren aus dem Freiland das Risiko der
Parasitierung besteht, wurde nach Abschluss der ersten Versuche eine Zucht aufgebaut.
4.2.1 Zucht
Für die Zucht der Schmetterlinge wurden die Falter in einer Gewächshauspflanzenkam-
mer unter einem Mosquitonetz bei 25-27 °C gehalten. Als Nektarquelle wurden je nach
Saison verschiedene Blütenpflanzen angeboten. Zusätzlich wurden Schälchen mit Honig-
lösung (10%) (vgl. Pullin 1986b) auf farbiger Unterlage aufgestellt. Zur Eiablage standen
Brennnesselpflanzen in Töpfen bereit.
Die Eigelege blieben bis zum Schlupf der Larven an den Pflanzen. Danach wurden
die Brennnesseltriebe mit den Larven abgeschnitten und außerhalb des Flugkäfigs in
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Wassergläschen gestellt, bis die Larven das dritte Larvenstadium erreicht hatten. Ab
diesem Alter konnten die Tiere in Dosen (Durchmesser 13,6 cm, Höhe 9,2 cm, 1000ml)
im Klimaschrank bei 25 °C, einer Photoperiode von 16:8 (L:D) und 70% Luftfeuchtig-
keit gehalten werden. Die Larven wurden täglich mit Brennnesselblättern gefüttert, die
frisch im Freiland bzw. im Herbst und Winter von getopften Pflanzen aus dem Gewächs-
haus gesammelt wurden. Sobald sich die Tiere verpuppten, wurden die Puppen in der
Falterkammer aufgehängt.
Im ersten Jahr wurden die Falter beider Arten zusammen in einer gemeinsamen Kam-
mer gehalten. Nachdem sich zeigte, dass sich nur A. urticae fortpflanzte, wurden die Fal-
ter im zweiten Jahr in separaten Kammern gehalten. Unter diesen Haltungsbedingungen
reproduzierte auch I. io erfolgreich.
4.2.2 Single-dose Experimente
In den Fraßversuchen wurden junge L3-Larven innerhalb von 24 Stunden nach der letzten
Häutung eingesetzt, die möglichst aus einem Gelege stammten. Um in jedem Versuchs-
ansatz stets eine ausreichende Anzahl an Tieren testen zu können, wurden in einigen
Fällen aufgrund kleiner Gelegegrößen Larven aus mehreren Gelegen (Mischgelege) ver-
wendet. Die Tiere wurden einzeln gewogen, separat in kleine Petrischalen (Durchmesser
5,5 cm) gesetzt und in vier Behandlungsgruppen aufgeteilt (Bt, Iso, Benicia, Kontrolle).
Als Futter für die Larven wurden aus frischen Brennnesselblättern mit einem Kork-
bohrer Blattscheiben ausgestochen (Durchmesser 1,13 cm, Blattfläche 1 cm2).
Um definierte Pollenmengen verabreichen zu können, wurde in Anlehnung an Jesse &
Obrycki (2000) und Felke & Langenbruch (2005) eine Pollensuspension hergestellt. Da
die Werte aus der Literatur nicht reproduziert werden konnten, wurden in umfangrei-
chen Tests für jede Maissorte die einzusetzenden Mengen ermittelt, die das Applizieren
definierter Pollenmengen gewährleisteten (Tab. 4.2). Aus den ermittelten Werten wur-
den die einzusetzenden Pollenmengen für die Versuche mit höheren Pollendosen durch
Extrapolation ermittelt.
Für die Herstellung der Pollensuspension wurden die jeweiligen Pollenmengen (Tab.
4.3) in Glaszentrifugenröhrchen eingewogen, 2ml Wasser dazu gegeben und mit Hilfe
eines Magnetrührers solange gerührt, bis der Pollen gleichmäßig suspendiert war. Unter
ständigem Rühren wurden aus der Suspension 2 µl entnommen und auf jede Blattschei-
be aufgetragen. Für die Kontrollgruppe wurden statt der Pollensuspension 2µl Wasser
aufgetragen. Nach einer kurzen Trocknungszeit wurde den Larven der verschiedenen
Gruppen je eine Blattscheibe mit entsprechender Behandlung gegeben.
26
4.2 Laboruntersuchungen
Tab. 4.2: Ansätze zur Herstellung der Pollensuspensionen für die Fraßversuche
Bt Iso Benicia Benicia Benicia
Anzahl Pollen (erwartet) 10 10 10 200 1000
Pollenmenge [g] 0,003 0,0025 0,0025 0,0545 0,2752
Wasser [ml] 2 2 2 2 2
Tropfengröße [µl] 2 2 2 2 2
MW 9,9 9,6 9,1 189,1 948,8
Min. 3 5 3 106 794
Max. 16 15 14 266 1037
SD 3,3 2,9 3,1 34,4 55,6
n 20 20 20 20 20
Tab. 4.3: Eingewogene Pollenmengen für die Pollensuspensionen
Bt Iso Benicia
Pollen/cm2 eingewogenePollenmenge [g]
eingewogene
Pollenmenge [g]
eingewogene
Pollenmenge [g]
10 0,003 0,0025 0,0025
100 0,0305 0,0275 0,0275
200 0,0609 0,0549 0,0549
250 0,0761 0,0687 0,0687
300 0,0914 0,0824 0,0824
400 0,1218 0,1099 0,1099
500 0,1523 0,1374 0,1374
1000 0,3046 0,2747 0,2747
Um ein Austrocknen der Blattscheiben zu verhindern, wurde zwischen Deckel und
Boden der Petrischale ein Stück Küchenpapier gelegt, das nach Aufsetzen des Deckels
mit Wasser besprüht wurde. Die Petrischalen wurden anschließend in den Klimaschrank
bei 25 °C, einer Photoperiode von 16:8 (L:D) und 70% Luftfeuchtigkeit gestellt.
Am nächsten Morgen, nach 15 bis 17 Stunden, wurden die Fraßaktivität der Larven
bonitiert, indem der gefressene Blattflächenanteil abgeschätzt wurde, und die Tiere mit
frischen, unbehandelten Blattstücken gefüttert. Täglich wurden die Larven mit frischem
Futter versorgt und die Entwicklung der Tiere hinsichtlich Häutung, Mortalität, Verpup-
pungsbeginn und Verpuppung kontrolliert. Nachdem sich die Larven zum letzten Mal
gehäutet hatten und das fünfte Larvenstadium erreichten, wurden sie ein zweites Mal
gewogen und danach in größere Dosen (Durchmesser 9,3 cm, Höhe 4,6 cm, 250ml) um-
gesetzt. Zwischen Deckel und Dosenschale wurde ein Papiertuch gelegt, an dem sich die
Larven bei der Verpuppung aufhängen konnten. Die Tiere wurden bis zur Verpuppung
im Klimaschrank gehalten.
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Die Papiertücher bzw. Deckel der Dosen, an denen die Puppen befestigt waren, wurden
in kleinen Flugkäfigen (60 x 43 x 38 cm bzw. 60 x 40 x 40 cm) aufgehängt und das Schlüp-
fen der Falter protokolliert. Puppen, die heruntergefallen waren, wurden an ihrer Spitze
mit Klebstoff vorsichtig am Deckel der Dose festgeklebt und anschließend ebenfalls in
den Flugkäfigen aufgehängt. Die Fraßversuche endeten mit der Entwicklung zum Falter.
Alle in Tab. 4.3 aufgeführten Pollenmengen (mit Ausnahme von 10 Pollen, die nur
in den Multiple-dose Experimenten eingesetzt wurden (siehe Kap. 4.2.3)) wurden an
A. urticae-Larven getestet. In zwei von drei Ansätzen mit 1000 Pollenkörnern wurde
zusätzlich einer weiteren Gruppe keine Blattscheibe gegeben, um zu prüfen, ob durch
Hungern die Entwicklung der Larven beeinträchtigt wird.
Die Single-dose Versuche mit I. io-Larven erfolgten mit 10, 200 und 400 Pollen/cm2.
4.2.3 Multiple-dose Experimente
Der Ansatz für die Multiple-dose Experimente entsprach zunächst dem der Single-dose
Versuche. Jedoch wurden die Larven bis zur letzten Häutung (im Durchschnitt sieben
Tage) jeweils morgens und abends mit einer behandelten Blattscheibe gefüttert. Bei jeder
Fütterung wurde die Fraßaktivität bonitiert und die Entwicklung der Larven protokol-
liert. Bei Erreichen des letzten Larvenstadiums wurden die Larven gewogen, in größere
Dosen umgesetzt und ab dann täglich mit frischem, unbehandelten Futter gefüttert. Der
weitere Versuchsverlauf entsprach dem der Single-dose Versuche.
Die Multiple-dose Experimente erfolgten ausschließlich mit A. urticae-Larven und
Pollendosen von 10 bzw. 200 Pollen/cm2.
4.2.4 Fraßversuche mit Proteinen
Die Durchführung von Fraßversuchen mit Maispollen ist eine recht aufwändige Methode.
Um zu testen, ob der Einsatz isolierter Cry-Proteine für Fraßversuche ebenso geeignet
ist und die gleichen Ergebnisse liefert, wurden Fraßversuche mit Lösungen der im Pollen
enthaltenen Cry-Proteine durchgeführt. Die Proteine wurden von der Firma Monsanto
bezogen und lagen in einer Konzentration von 1,2mg/ml (Cry1A.105) bzw. 0,5mg/ml
(Cry2Ab2) und einer Reinheit von 80% (Cry1A.105) bzw. 87% (Cry2Ab2) vor.
Analog zu den Single-dose Experimenten mit Maispollen wurden zu Versuchsbe-
ginn einmalig Blattscheiben verfüttert, auf die 2µl einer Cry-Proteinlösung aufgetragen
wurden. Verwendet wurden die Lepidopteren-spezifischen Cry-Proteine Cry1A.105 und
Cry2Ab2 im natürlichen Mischungsverhältnis, wie sie im Pollen zu finden sind (siehe
Tab. 4.1).
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Die Proteine wurden in Wasser so verdünnt, dass die Konzentration in den applizierten
Tropfen derjenigen von 1000 Pollenkörnern entsprach. Als Kontrolle wurden 2µl Wasser
aufgetragen. Der weitere Versuchsablauf entsprach dem der Single-dose Experimente.
Insgesamt wurden drei Ansätze mit A. urticae-Larven durchgeführt.
4.2.5 Versuche mit L1-Larven
Die Empfindlichkeit frisch geschlüpfter Larven ist höher als die älterer Larven (Fel-
ke & Langenbruch 2005, Hellmich et al. 2001). Um mit L1-Larven Fraßversuche mit
Maispollen durchführen zu können, müssen Methoden gefunden werden, die reprodu-
zierbare und verlässliche Ergebnisse liefern. Zur Entwicklung und Bewertung geeigneter
Methoden wurden mit frisch geschlüpften A. urticae-Larven Fraßversuche zunächst oh-
ne Maispollen durchgeführt. Die jungen Larven wurden vereinzelt und jeweils auf eine
1 cm2 große Brennnesselblattscheibe gesetzt. Die Blattscheiben wurden in separate Pe-
trischalen (Durchmesser 5,5 cm) gelegt. Ein Stück Küchenpapier zwischen Deckel und
Schale wurde mit Wasser leicht befeuchtet. Die Larven wurden über Nacht im Klima-
schrank bei den gleichen Bedingungen wie die Zuchttiere gehalten (siehe Kap. 4.2.1) und
am nächsten Morgen hinsichtlich ihrer Fraßaktivität und Vitalität kontrolliert. Hiermit
endete der Versuch.
Für die Fraßversuche mit Pollen wurden in Anlehnung an Felke & Langenbruch (2005)
und Felke et al. (2010) je 10 Larven auf eine 1 cm2 große Brennnesselblattscheibe gesetzt.
Getestet wurde eine einmalige Dosis von 100, 200 und 400 Pollen/cm2. Die Haltung der
Larven erfolgte für eine Woche in kleinen Petrischalen im Klimaschrank unter oben
genannten Bedingungen.
Ab dem ersten Tag nach der Pollengabe wurden die Larven täglich mit frischen,
unbehandelten Brennnesselblättern gefüttert. Die Auswertung des Versuchs erfolgte un-
abhängig vom Larvenstadium nach einer Woche, indem die Überlebensrate der Larven
bestimmt wurde. Der Versuch endete hiermit.
4.2.6 Wahlversuche
Um zu prüfen, ob auf Brennnesselblättern liegender Maispollen generell oder ob speziell
aufliegender Bt-Maispollen das Verhalten der Larven beeinflusst, wurden Wahlversuche
durchgeführt.
Einzeln in kleinen Petrischalen gehaltenen L3-Larven von A. urticae wurden je zwei
1 cm2 große Blattscheiben gegeben, von denen die eine mit Bt-Maispollen, die andere mit
Pollen der isogenen Linie behandelt war. Es wurden 1000 Pollenkörner pro Blattscheibe
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aufgetragen. Die Herstellung der Pollensuspension erfolgte wie in Kap. 4.2.2 beschrieben.
Dieser Ansatz wurde dreimal wiederholt.
In zwei weiteren Gruppen wurde eine Blattscheibe gegeben, die entweder mit Bt-
Maispollen oder mit Pollen der isogenen Linie behandelt war. Als Kontrolle diente eine
zweite Blattscheibe, die entweder mit Wasser oder unbehandelt war. Diese beiden Kon-
trollbehandlungen erwiesen sich in Vorversuchen als äquivalent.
Die Tiere wurden über Nacht im Klimaschrank gehalten. Am nächsten Morgen (nach
rund 18 Stunden) wurde die Fraßaktivität bonitiert. Der Versuch endete mit der Bonitur.
4.2.7 Statistische Auswertung der Fraßversuche
Die Daten der Single-dose und Multiple-dose Experimente wurden, abhängig von den
erhobenen Messendpunkten (Fraßaktivität, Gewichtszunahme, Entwicklungszeit von L3
bis L5, Mortalität), mit unterschiedlichen statistischen Tests im open source Programm
R (www.r-project.org) ausgewertet. Alle Testansätze wurden den statistischen Tests
einzeln unterzogen. Zusätzlich wurden die Ansätze nach eingesetzter Pollendosis gepoolt
und statistisch ausgewertet. Das Signifikanzniveau wurde auf p=0,05 festgelegt.
Die Daten zur Fraßaktivität wurden zur Prüfung auf signifikante Unterschiede in
einer Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis getestet. Um die einzelnen Gruppen paarweise
zu vergleichen, wurde ein paarweiser Wilcoxon-Rangsummentest mit Holm-Anpassung
durchgeführt.
Für die Auswertung der Multiple-dose Experimente hinsichtlich der Fraßaktivität wur-
den pro Larve die Mittelwerte aller verfütterten Blattscheiben verwendet. Außerdem
wurden die Werte der Fraßaktivität nach der ersten Pollengabe auch in die Auswertung
der Single-dose Experimente mit einbezogen.
Die Gewichtszunahme wurde errechnet und die ermittelten Daten zunächst mittels
Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung und mittels Bartlett-Test auf Varianzhomo-
genität getestet. Mit Datensätzen, die sowohl normalverteilt als auch varianzhomogen
waren, wurde zur Prüfung der verschiedenen Behandlungen auf statistisch signifikante
Unterschiede eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt. Um die ver-
schiedenen Behandlungsgruppen gepaart gegeneinander zu testen, wurde anschließend
ein paarweiser t-Test mit Adjustierung der p-Werte nach Holm durchgeführt.
Bei nicht-normalverteilten oder nicht-varianzhomogenen Daten erfolgte eine Varianz-
analyse nach Kruskal-Wallis. Für den paarweisen Vergleich der Behandlungsgruppen
wurde anschließend ein Wilcoxon-Rangsummentest mit Adjustierung des Signifikanzni-
veaus nach Holm durchgeführt.
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Die Daten zur Entwicklungsgeschwindigkeit und zur Mortalität wurden mit einem
Log-Rank-Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen getestet
und graphisch als Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. In den Kurven zur Entwicklungsge-
schwindigkeit wurde in Form von Kreuzen kenntlich gemacht, wenn Larven durch Tod
oder andere Umstände aus der Untersuchung ausschieden. In den Mortalitätskurven
wurde der Zeitpunkt der Verpuppung durch Kreuze markiert.
Die Berechnung der letalen Dosis, bei der 50% der eingesetzten Tiere sterben (LD50),
erfolgte in Form einer Weibull-Analyse mit einem Konfidenzintervall von 95%.
Die Schlupfrate der Falter wurde nicht in die statistische Auswertung mit einbezogen,
da der Anteil verpuppter Larven in einigen Ansätzen durch hohe Mortalitätsraten so
gering war, dass die Datensätze für eine aussagekräftige statistische Analyse nicht aus-
reichten. Außerdem kam es immer wieder vor, dass sich die Larven bei der Verpuppung
nicht ausreichend befestigten und herunterfielen. Solche Puppen wurden zwar mit Kleb-
stoff an ihrer Spitze am Deckel der Dosen aufgehängt, jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass der Schlupferfolg von diesem Eingriff beeinflusst wird. Nicht zuletzt können
auch unter natürlichen Bedingungen beim Schlupf der Falter Verlustraten von über 13%
auftreten (Pyörnilä 1976a).
Die Fraßversuche mit Proteinen wurden hinsichtlich der Fraßaktivität mit einem Wil-
coxon-Rangsummentest auf Signifikanz ausgewertet. Im Hinblick auf die Gewichtsent-
wicklung wurden die Daten zunächst mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
bzw. mittels Bartlett-Test auf Varianzhomogenität getestet und anschließend einem ein-
fachen t-Test bzw. Wilcoxon-Test unterzogen (s.o.). Zur Analyse der Entwicklungsge-
schwindigkeit und Mortalität wurde ein Log-Rank-Test angewendet.
Die Ergebnisse der Fraßversuche mit L1-Larven und verschiedenen Pollendosen wur-
den mit einem Chi-Quadrat-Test auf signifikante Unterschiede ausgewertet. Die Daten
der Wahlversuche mit L3-Larven wurden mit einem Wilcoxon-Rangsummentest auf si-
gnifikante Unterschiede geprüft. Dabei wurden die Wiederholungen sowohl einzeln als
auch gepoolt analysiert.
4.2.8 Quantitativer Proteinnachweis mit ELISA
Der Pollen von MON89034 xMON88017, der im Gewächshaus für die Fraßversuche ge-
erntet worden war, wurde auf seinen Cry-Proteingehalt pro Gramm Frischgewicht quan-
titativ untersucht. Die Analyse der Pollenproben erfolgte mittels ELISA-Test (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), mit dem die Cry-Proteine direkt im Pollen nachgewiesen
werden können. Bei dieser Methode handelt es sich um ein serologisches Nachweisverfah-
ren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert und mit dessen Hilfe spezifische
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Proteine nachgewiesen werden können, die als Antigen wirksam sind (Walschus et al.
2002). Da die Antikörper eine sehr hohe Bindungsspezifität aufweisen und zugleich ei-
ne sehr niedrige Nachweisgrenze besitzen, ist der ELISA-Test ein Verfahren mit hoher
Sensitivität (Fenby et al. 1995).
Der Gehalt an Cry3Bb1 wurde mit dem ELISA-Kit der Firma Agdia bestimmt (Li-
naris GmbH, Wertheim). Die Tests auf Cry1A.105 und Cry2Ab2 wurden mittels eines
von der Firma Monsanto zur Verfügung gestellten, spezifischen ELISA-Kits in Zusam-
menarbeit mit dem Labor des Instituts für Biodiversität (Professor Dr. C. Tebbe) am
von Thünen-Institut (vTI) in Braunschweig durchgeführt.
Um den Pollen aus dem Gewächshaus mit Pollen aus realen Anbaubedingungen im
Freiland zu vergleichen, wurde zusätzlich Pollen aus dem Freiland auf den Cry-Proteinge-
halt untersucht. Dafür wurde auf dem Versuchsfeld des Forschungsverbundes in Braun-
schweig (siehe Kap. 4.3) Pollen von MON89034 xMON88017 gesammelt und sowohl
frisch mit ELISA getestet als auch - entsprechend des Versuchspollens - bei -50 °C ein-
gefroren, gelagert und später getestet.
Für die Extraktion wurden 100mg Pollen in 2ml Eppendorf-Tubes eingewogen, kurz
in flüssigen Stickstoff getaucht, gemörsert und 1-2ml Extraktionspuffer zugegeben. Die
Suspension wurde gleichmäßig verrührt und anschließend zentrifugiert. Mit dem Über-
stand wurden verschiedene Verdünnungen angesetzt. Die weitere Probenaufbereitung
und Testprozedur verlief nach dem vorgeschriebenen Protokoll des jeweiligen Kits. Die
Proben wurden bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen.
4.2.9 Bestimmung des Gesamtproteingehalts
Der Gesamtproteingehalt im Pollen wurde mittels Bradford-Test bestimmt. Dieser Test
stellt eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von Proteinen bis zu
Konzentration im Mikrogramm pro Milliliterbereich dar (Bradford 1976).
Verwendet wurden die für die ELISA-Tests aufbereiteten Proben in der Verdünnung
1:100. Zu 10 µl Probenlösung wurden 90µl Bradfordreagenz der Firma AppliChem ge-
geben (A6932) und bei einer Wellenmenge von 590 nm gemessen. Die Bovine Serum
Albumin (BSA) Eichkurve wurde mit BSA der Firma Sigma-Aldrich erstellt (A2153).
4.3 Pollenfluguntersuchungen
Zur Schätzung der Maispollenverbreitung und -dichte wurde ein Feld zur Zeit der Mais-
blüte beprobt. Das Feld befand sich in Braunschweig (Flächenkennziffer 38114/01240,
Gemarkung Ölper, Flur 10, Flurstück 214/3) und wurde im Rahmen des BMBF-For-
32
4.3 Pollenfluguntersuchungen
schungsprojektes „Freisetzungsbegleitende Sicherheitsforschung an Mais mit multiplen
Genen zur Maiszünsler- und Maiswurzelbohrerresistenz“ als Versuchsfeld angelegt. Das
Feld war in 40 Parzellen unterteilt, die mit jeweils einer der Maissorten DKC 5143-Bt
(Event MON89034 xMON88017), DKC 5143, DKC 4250 und Benicia bepflanzt waren.
Um das gesamte Parzellendesign war eine mindestens 10m breite Mantelsaat mit der
Sorte DKC 4250 angelegt. Das Feld hatte eine Größe von rund 6,9 Hektar.
4.3.1 Künstliche Pollenfallen
Abb. 4.1: Pollenfalle
und Topf mit Brennnes-
selpflanzen
Als Pollenfallen zur Beprobung des Pollenflugs dienten Petri-
schalen mit einem Durchmesser von 6 cm, in die ein Agarose-
film (1%) gegossen wurde (Saeglitz, unveröffentlichte Daten).
Die Petrischalen wurden in definierten Entfernungen vom
Maisfeld in 1m Höhe mit Klettklebeband auf senkrecht auf-
gestellten Holzleisten befestigt (vgl. Chamberlain 1967, Dark
1971) (Abb. 4.1).
Die Positionierung der Holzleisten erfolgte auf jeder Sei-
te des Maisfeldes jeweils in dreifacher Wiederholung unmit-
telbar am Maisfeldrand sowie in 5m, 10m, 15m, 20m und
30m Entfernung sowie im Osten wegen der vorherrschenden
Hauptwindrichtung West zusätzlich in 43m und 58m Ent-
fernung. Das Aufstellen von Fallen in noch größeren Entfernungen war aufgrund der
örtlichen Bedingungen (Begrenzung durch Baumreihe, Zaun und Straße) nicht möglich.
Die Versuchsanordnung ist in Abb. 4.2 dargestellt.
Die Probenahme erfolgte jedes Jahr an vier aufeinander folgenden Tagen, sobald der
überwiegende Anteil der Maispflanzen auf dem Versuchsfeld blühte. Im ersten Jahr
wurden die Petrischalen dreimal täglich nach jeweils acht Stunden (6:00Uhr, 14:00Uhr,
22:00Uhr) entnommen und gegen neue Schalen ausgetauscht. Aufgrund der Erfahrungen
und Ergebnisse erfolgte die Probenahme in den beiden folgenden Jahren jeweils einmal
täglich (14:00Uhr). Die Pollenkörner auf den Petrischalen wurden nach der Probenahme
im Labor unter dem Binokular ausgezählt. Dabei wurde jeweils eine Fläche von 16 cm2
ausgezählt. Wenn das Agarosegel beschädigt oder stark verschmutzt war, wurde der
unbeschädigte Teil komplett ausgezählt und vermessen.
4.3.2 Brennnesselpflanzen
Um die reale Pollendeckung auf den Blättern der Schmetterlingswirtspflanzen zu ermit-
teln, wurden neben den Pollenfallen Töpfe mit Brennnesselpflanzen aufgestellt (Abb.
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Abb. 4.2: Anordnung der Pollenfallen, Brennnesselpflanzen und Technischen Pollensammler
4.1). Einmal täglich (14:00Uhr) wurde je ein Blatt pro Topf aus dem oberen Drittel
der Pflanzen entnommen und für den Transport in Petrischalen gelegt. Im ersten Ver-
suchsjahr wurde pro Himmelsrichtung und Entfernung jeweils eine Pflanze beprobt; eine
dreifache Wiederholung analog zu den Pollenfallen war aufgrund des zeitlich sehr auf-
wändigen Auszählens der dreimal täglich entnommenen Pollenfallen nicht möglich. In
den beiden Folgejahren wurden entsprechend der Pollenfallenprobenahme je drei Pflan-
zen pro Himmelsrichtung und Entfernung beprobt.
Die Pollenkörner auf den Brennnesselblättern wurden direkt nach der Entnahme im
Labor unter dem Binokular gezählt. Dabei wurde sowohl die Blattober- als auch die
-unterseite vollständig abgesucht. Auch die Petrischalen, die zum Transport der Blät-
ter dienten, wurden auf das Vorhandensein von Pollenkörnern kontrolliert. Die Blätter
wurden nach Länge (L) und Breite (B) vermessen und die Blattfläche nach der Formel
L·B
2 berechnet.
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4.3.3 Technische Pollensammler
Im dritten Versuchsjahr wurden zusätzlich zu den Pollenfallen und Brennnesselpflan-
zen Technische Pollensammler aufgestellt (Abb. 4.3), die in der vom Verein Deutscher
Ingenieure (VDI) herausgegebenen Richtlinie VDI 4330 Blatt 3 (2007) für das GVO-
Monitoring als standardisiertes Verfahren vorgeschlagen sind (Beismann & Kuhlmann
2006) und zur Erhebung der Pollendichten zum Einsatz kommen (vgl. Hofmann et al.
2005, Hofmann 2007).
Abb. 4.3: Technischer
Pollensammler
Die Technischen Pollensammler bestehen aus einem Sedi-
mentationssammler (Sigma-2) und einem Pollenmassenfilter
(PMF). Der Sigma-2 dient zur Bestimmung der Pollenanzahl-
depositionsrate. Mit dem PMF werden Pollenproben gesam-
melt, die für die Bestimmung des Anteils an transgenem Pol-
len über molekularbiologische DNA-Analyseverfahren (PCR)
vorgesehen sind. Dieses Verfahren wurde in der Untersuchung
nicht angewandt.
Drei Pollensammler wurden in östlicher Richtung in 5m
Entfernung zum Feldrand entsprechend den Vorschriften der
VDI-Richtlinie aufgestellt. Die Sigma-2 wurden mit jeweils
zwei Objektträgern bestückt, die mit Vaseline bestrichen waren. Nach einer Woche wur-
den die Objektträger entnommen und der Pollen unter dem Binokular gezählt.
4.3.4 Wetter
Um mögliche Faktoren, die einen Einfluss auf die Pollendichte und -verbreitung haben
können, zu ermitteln, wurden die Wetterdaten während der Blühzeit mit in die Aus-
wertung einbezogen. Zusätzlich zu den eigenen Aufzeichnungen wurden Daten zu Wind-
richtung, Windgeschwindigkeit und Niederschlagsmenge von der örtlichen Wetterstation
des Deutschen Wetterdienstes (DWD) (Station Braunschweig) bezogen.
4.4 Ökologische Kartierungen in der Agrarlandschaft
Die Verteilung der Populationen von A. urticae und I. io in der Agrarlandschaft wur-
de an Hand von landschaftsökologischen Kartierungen im Feld erfasst. Dafür wurden
zwei Untersuchungsgebiete von jeweils 200 Hektar ausgewählt, die sich im Hinblick auf
den prozentualen Anteil des Maisanbaus relativ zur gesamten landwirtschaftlich genutz-
ten Fläche unterschieden. Als Grundlage für die Auswahl dienten die Jahresdaten des
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DMK zur Anbauintensität von Mais in Deutschland (DMK 2007a). Weiteres Auswahl-
kriterium war eine Unterscheidung im Hinblick auf landschaftsökologische Merkmale wie
räumliche Lage und Nutzung der landwirtschaftlichen Flächen, Vorhandensein verschie-
dener Lebensraumtypen innerhalb des Gebietes, Charakteristik der umliegenden land-
wirtschaftlichen Region und klimatische Merkmale, um ein möglichst breites Spektrum
an ökologischen Gesichtspunkten mit in die Untersuchung einzubeziehen. In umfangrei-
chen Untersuchungen im Rahmen des BMBF Projektes „Anbaubegleitende Sicherheits-
forschung transgener Maissorten mit neuen Bt Genen“ konnten zwei Gebiete bereits im
Hinblick auf die gewünschten Kriterien umfassend überprüft werden (Rauschen et al.
2008).
4.4.1 Untersuchungsgebiete
4.4.1.1 Schwarzenau
Abb. 4.4: Maisanbau und Untersu-
chungsgebiete in Deutschland
Das Untersuchungsgebiet „Schwarzenau“ liegt öst-
lich von Würzburg (Bayern) und gehört zur Ge-
meinde Schwarzach am Main (Landkreis Kitzin-
gen). Das Gebiet befindet sich auf einer Höhe
von 200-244m über NHN und liegt innerhalb ei-
nes Radius’ von 1000m um die GPS-Koordinaten
N49°48’49.94” E10°12’00.84”.
Die Region weist mit > 0,1% - 5% Maisanbau
an der Ackerfläche auf Kreisebene eine relativ
geringe Maisanbauintensität auf (Abb. 4.4). Die
durchschnittliche Niederschlagsmenge im Jahr liegt
bei 577 l/m2 (DWD, Station Schwarzach am
Main/Klärwerk, MW 1961-1990).
4.4.1.2 Weseke
Das Untersuchungsgebiet „Weseke“ liegt im westlichen Münsterland (Nordrhein-West-
falen) in unmittelbarer Nähe zur niederländischen Grenze und gehört zur Stadt Borken
(Landkreis Borken). Das Gebiet befindet sich auf einer Höhe von 52,5-60m über NHN
und liegt innerhalb eines Radius’ von 1000m um die GPS-Koordinaten N51°54’03.54”
E6°50’25.03”.
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4.4 Ökologische Kartierungen in der Agrarlandschaft
Die Region weist mit > 45% - max. 70% Maisanbau an der Ackerfläche auf Kreisebene
eine hohe Maisanbauintensität auf (Abb. 4.4). Die durchschnittliche Niederschlagsmenge
im Jahr beträgt 852 l/m2 (DWD, Station Borken, MW 1961-1990).
4.4.2 Landschafts- und Feldkartierung
Als Grundlage für die Kartierungen dienten topographische Karten im Maßstab 1:5.000.
Für das Untersuchungsgebiet „Weseke“ wurde die Deutsche Grundkarte 1:5.000 für Nord-
rhein-Westfalen (DGK 5) verwendet (Blattnummern 4007/31 (Weseke West), 4007/32
(Weseke), 4107/01 (Borkenwirthe Ost), 4107/02 (Weseke Süd)), für das Untersuchungs-
gebiet „Schwarzenau“ die Digitale Planungskarte für Bayern (DPK 5).
Die Kartierungen erfolgten jeweils zur Zeit der Maisblüte. Innerhalb der beiden Un-
tersuchungsgebiete und den angrenzenden Flächen wurden die Feldgrenzen sowie die
Feldfrüchte der einzelnen Felder kartiert. Desweiteren wurden Landschaftselemente wie
Bäume, Hecken, Gebüsch, Wälder, Teiche kartiert, außerdem alle weiteren sonstige Ein-
heiten wie Gebäude und Wege.
4.4.3 Wirtspflanzenkartierung
Innerhalb der Untersuchungsgebiete sowie bis zu einer Distanz von 50m über die Ge-
bietsgrenzen hinaus wurden die Brennnesselbestände kartiert. Die erweiterte Kartierungs-
distanz von 50m beruhte darauf, dass auch die eventuell hier vorkommenden Schmet-
terlingslarven erfasst werden sollten, die potentiell mit Maispollen in Kontakt kommen
können, wenn Maisfelder an die Grenzen der Untersuchungsgebiete reichten. Die Weite
dieser Distanz entspricht der Entfernung, in der der Hauptanteil des Maispollens abge-
lagert wird (Eastham & Sweet 2002, Dupont et al. 2006).
Die Größe der Brennnesselbestände (Länge, Breite) wurde durch Abschreiten auf-
genommen und die Anzahl an Pflanzen pro Quadratmeter geschätzt. Pflanzengruppen
wurden dabei als ein zusammengehöriger Bestand („Patch“) gewertet, solange der Ab-
stand zwischen den einzelnen Pflanzengruppen nicht mehr als zwei Meter betrug. Jede
Änderung der durchschnittlichen Pflanzenzahl pro Quadratmeter oder der Breite des
Bestandes wurde als neuer, separater Standort aufgenommen. Die Mindestgröße für die
Aufnahme als Patch wurde auf ein Quadratmeter festgelegt, die Mindestdichte an Pflan-
zen auf 20 Pflanzen pro Quadratmeter. Brennnesseln, die bereits verblüht waren, wurden
in die Kartierung nicht aufgenommen, ebenso solche, die kleiner als 10 cm waren.
Besondere Charakteristika der Bestände bzw. Standorte wurden protokolliert, z.B.
Überständigkeit, alte Pflanzen, schattiger Standort etc. Patches, die den Charakteristika
eines bevorzugten Larvenhabitats entsprachen (Gathmann et al. 2006a), d.h. frischgrüne
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Pflanzen an sonnigem Standort (Roer 1965, Pyörnilä 1976a, Ebert & Rennwald 1991,
Pollard et al. 1997, Bellmann 2009), wurden als „Idealstandort“ markiert.
4.4.4 Larvenkartierung
Abb. 4.5: A. urticae- (links) und I.
io-Nest (rechts)
Die Kartierung der Schmetterlingsnester (Abb.
4.5) an den erfassten Brennnesselbeständen erfolg-
te durch visuelles Absuchen der Pflanzen. Die Lar-
ven der Nester wurden nach Art bestimmt und das
jeweilige Entwicklungsstadium der Raupen aufge-
nommen. Nestern mit sehr jungen Larven, bei de-
nen die Artbestimmung unsicher war, wurden ei-
nige Larven entnommen und im Gewächshaus auf-
gezogen, bis eine sichere Artbestimmung erfolgen
konnte. Gelege, die durch Beobachtung der legenden Falter den Arten zugeordnet wer-
den konnten, wurden als „Nest“ mit aufgenommen. Die Entfernung der Fundstellen zum
nächst gelegenen Maisfeld wurde durch Abschreiten bestimmt.
4.4.5 Wetterdaten
Zur Analyse der erhobenen Felddaten hinsichtlich eventueller Einflüsse durch das Wet-
ter wurden die Wetterdaten der drei Jahre vom DWD sowie von der Bayrischen Lan-
desanstalt für Landwirtschaft (LfL) bezogen. Alle Wetterdaten für das Gebiet Weseke
stammen von der Wetterstation Borken des DWD. Für das Gebiet Schwarzenau wur-
den die Daten zu Temperatur, Niederschlag und Windgeschwindigkeit von der Wett-
erstation Schwarzenau des Agrarmeteorologischen Messnetzes Bayern der LfL verwen-
det. Die langjährigen Niederschlagsmittelwerte für Schwarzenau wurden von der DWD-
Wetterstation Schwarzach am Main/Klärwerk übernommen, da für die Station Schwar-
zenau keine langjährigen Daten vorlagen.
4.4.6 Datenanalyse
Die Daten der Kartierungen wurden im Geographischen Informationssystem (GIS) Arc-
View 9.x visualisiert. Als Grundlage dafür dienten die digitalen Ausgaben der DGK 5
und DPK 5 (siehe Kap. 4.4) sowie digitale Orthofotos. Die Standortgrößen in Quadrat-
meter sowie die Gesamtzahl der Pflanzen pro Patch wurden aus den Erfassungsdaten
berechnet.
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5 Ergebnisse
5.1 Fraßversuche
In den Single- bzw- Multiple-dose Experimenten der Fraßversuche zur Bestimmung mög-
licher Schäden durch MON89034 xMON88017 wurden insgesamt 2238 Larven eingesetzt.
Eine Übersicht über die Gesamtzahl der je nach Pollendosis getesteten Larven sowie die
Anzahl der Wiederholungen pro Pollendosis gibt Tab. 5.1.
Tab. 5.1: Anzahl der getesteten Larven und Versuchsansätze pro eingesetzter Pollenmenge
Single-dose Experimente Multiple-dose Experimente
Pollen/cm2 Larven (n) Ansätze Larven (n) Ansätze Larven (n) Ansätze
A. urticae I. io A. urticae
10 - - 64 1 155 3
100 200 2 264 2 - -
200 356 5 - - 150 3
250 140 2 - - - -
300 200 3 - - - -
400 160 2 100 1 - -
500 150 2 - - - -
1000 189 3 - - - -
ohne Futter 30 2 - - - -
Proteine 80 3 - - - -
Mit I. io-Larven konnten nur wenige Versuche durchgeführt werden, da im Herbst
2010 die Zucht der Tagpfauenaugen zusammenbrach, weil eine in die Flugkammer im
Gewächshaus eingedrungene Blaumeise (Parus caeruleus) sämtliche Falter gefressen hat-
te. Ein erneuter Aufbau der Zucht war nicht möglich, da aufgrund der Jahreszeit im
Freiland keine Larven mehr vorkamen.
5.1.1 Single-dose Experimente
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Single-dose Experimente hinsichtlich der ver-
schiedenen Messendpunkte vorgestellt. In zwei Ansätzen mit I. io stellte sich im letzten
Larvenstadium heraus, dass die aus dem Freiland stammenden Tiere zu über 77% para-
sitiert waren. Diese Ansätze wurden daher aus der Auswertung zur Gewichtszunahme,
Entwicklungsgeschwindigkeit und Mortalität herausgenommen, um eine mögliche Beein-
flussung der Ergebnisse durch die Parasitierung auszuschließen.
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5.1.1.1 Fraßaktivität
Bei A. urticae zeigten die gepoolten Ansätze hinsichtlich der Fraßaktivität ab einer Dosis
von 200 Pollen signifikante Unterschiede jeweils zwischen der Bt-Gruppe und den drei
Vergleichsgruppen (Tab. 5.2, Abb. 5.1, 5.2). Eine Ausnahme stellte die Dosis 250 dar,
bei der zwischen der Bt- und Benicia-Gruppe kein signifikanter Unterschied auftrat.
Die Auswertung der Einzelansätze ergab in den verschiedenen Ansätzen uneinheitliche
Ergebnisse (Tab. 5.3). So traten bis zur Dosis 300 bei einigen Ansätzen signifikante Un-
terschiede zwischen der Bt-Gruppe und verschiedenen Vergleichsgruppen auf, während
andere Ansätze bei gleicher Dosis keinerlei Unterschiede zeigten. Ab 400 Pollenkörnern
unterschied sich in allen Ansätzen die Bt-Gruppe von den jeweiligen drei Vergleichs-
gruppen, während sich diese untereinander nicht signifikant unterschieden.
Bei I. io ergab die Auswertung der gepoolten Ansätze (200 Pollen) signifikante Un-
terschiede zwischen der Kontrollgruppe und den anderen Gruppen (Tab. 5.4, Abb. 5.3).
In allen Einzelansätzen traten signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Grup-
pen auf (Tab. 5.4, Abb. 5.3). Dabei waren in einem Ansatz mit 200 Pollenkörnern auch
zwischen den Vergleichsgruppen signifikante Unterschiede zu beobachten. Die getestete
Höchstdosis von 400 Pollen ergab einen einzigen signifikanten Unterschied zwischen der
Bt- und Iso-Gruppe.
Tab. 5.2: Ergebnisse der Fraßversuche der gepoolten A. urticae-Ansätze hinsichtlich der ver-
schiedenen Messendpunkte
Pollen/cm2 Fraßaktivität Gewichtszunahme Entwicklungsgeschwindigkeit Mortalität
Bt-Iso Iso/Ben/K Bt-Iso Iso/Ben/K
10 * n.s. - - - - -
100 Bt-Ben: 0.0019 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
200 Bt-Iso: <0.001
Bt-Ben: 0.03153
Bt-K: <0.001
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
250 Bt-Iso: 0.0013
Bt-K: 0.0014
n.s. n.s. n.s. 0.00284 0.026
300 Bt-Iso: <0.001
Bt-Ben: <0.001
Bt-K: <0.001
n.s. 0.00158 n.s. 0.0281 0.0106
400 Bt-Iso: <0.001
Bt-Ben: <0.001
Bt-K: <0.001
n.s. 0.0239 n.s. 0.00154 n.s.
500 Bt-Iso: <0.001
Bt-Ben: <0.001
Bt-K: <0.001
Iso-Ben: 0.027
Ben-K: 0.027
<0.001 0.0365 <0.001 n.s.
1000 Bt-Iso: <0.001
Bt-Ben: <0.001
Bt-K: <0.001
n.s. <0.001 n.s. <0.001 n.s.
n.s.= nicht signifikant, Ben=Benicia, K=Kontrolle
* Ansätze der Multiple-dose Versuche, Fraßaktivität nach der ersten Pollengabe, weitere Auswertung siehe Kap. 5.1.4
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(c) 200 Pollen/cm2
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(d) 250 Pollen/cm2
Abb. 5.1: Fraßaktivität der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze nach einfacher Pollengabe
in Abhängigkeit von der Pollendosis (10, 100, 200, 250 Pollen/cm2)
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Abb. 5.2: Fraßaktivität der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze nach einfacher Pollengabe
in Abhängigkeit von der Pollendosis (300, 400, 500, 1000 Pollen/cm2)
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Tab. 5.4: Ergebnisse der Fraßversuche mit I. io-Larven hinsichtlich der verschiedenen Messend-
punkte
Ansatz Pollen/cm2 Fraßaktivität Gewichtszunahme Entwicklungsgeschwindigkeit Mortalität
Bt-Iso Iso/Ben/K Bt-Iso Iso/Ben/K
1 10 Bt-Iso: 0.00167
Bt-Ben: <0.001
Bt-K: 0.03151
- - - - -
2 200 Bt-Iso: 0.0065
Bt-Ben: <0.001
Bt-K: <0.001
- - - - -
3 200 Bt-Ben: 0.00261
Bt-K: 0.00149
Iso-Ben: <0.001
Iso-K: 0.00785
Ben-K: <0.001
n.s. n.s. 0.00179 n.s. 0.00167
4 400 Bt-Iso: 0.0036 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
gepoolt 200 K-Bt: <0.001
K-Iso: 0.0095
K-Ben: <0.001
- - - - -
n.s.=nicht signifikant, Ben=Benicia, K=Kontrolle
- keine Angaben aufgrund parasitierter Larven
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Abb. 5.3: Fraßaktivität der I. io-Larven in Abhängigkeit von der Pollendosis (gepoolter Ansatz
für 200 Pollen)
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5.1.1.2 Gewichtszunahme
Die gepoolten A. urticae-Ansätze zeigten bei allen Pollendosen keine signifikanten Un-
terschiede zwischen der Bt- und den Vergleichsgruppen (Tab. 5.2, Abb. 5.5, 5.6).
Die Analyse der Einzelansätze zeigte nur in einem Fall signifikante Unterschiede zwi-
schen der Bt-Gruppe und allen drei Vergleichsgruppen (400 Pollen).
Die durchschnittliche Gewichtszunahme der Larven der verschiedenen Ansätze wies
eine Spannweite von 0,0485 g bis 0,1002 g auf.
Bei I. io traten hinsichtlich der Gewichtszunahme weder bei 200 noch bei 400 Pollen
signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen auf (Abb. 5.4, Tab. 5.4).
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Abb. 5.4: Gewichtszunahme der I. io-Larven in Abhängigkeit von der einmaligen Pollendosis
(zu beachten die unterschiedliche Skalierung der y-Achse)
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Abb. 5.5: Gewichtszunahme der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Abhängigkeit von
der einmaligen Pollendosis (100, 200, 250, 300 Pollen/cm2)
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Abb. 5.6: Gewichtszunahme der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Abhängigkeit
von der einmaligen Pollendosis (400, 500, 1000 Pollen/cm2) (zu beachten die unterschiedliche
Skalierung der y-Achse)
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5.1.1.3 Entwicklungsgeschwindigkeit
Die gepoolten A. urticae-Ansätze zeigten ab einer Dosis von 300 Pollen signifikante
Unterschiede zwischen der Bt- und Iso-Gruppe. Bei 500 Pollenkörnern unterschieden
sich auch die drei Vergleichsgruppen untereinander (Tab. 5.2, Abb. 5.8, 5.9).
Die Auswertung der Einzelansätze ergab nicht konsistente Ergebnisse bei den ver-
schiedenen Pollendosen. Nur bei 1000 Pollen traten in allen Ansätzen signifikante Un-
terschiede zwischen der Bt- und Iso-Gruppe auf, während sich die drei Vergleichsgruppen
nicht signifikant unterschieden. Bei 200, 400 und 500 Pollen zeigte jeweils ein Ansatz
signifikante Unterschiede ausschließlich zwischen der Bt- und Iso-Gruppe.
Bei I. io traten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Bt- und Iso-Gruppe
auf. Bei 200 Pollen lag jedoch zwischen den drei Vergleichsgruppen ein signifikanter
Unterschied vor (Tab. 5.4, Abb. 5.7).
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Abb. 5.7: Entwicklungsgeschwindigkeit der I. io-Larven in Abhängigkeit von der einmaligen
Pollendosis (zu beachten die unterschiedliche Skalierung der x-Achse)
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(c) 250 Pollen/cm2
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(d) 300 Pollen/cm2
Abb. 5.8: Entwicklungsgeschwindigkeit der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Ab-
hängigkeit von der einmaligen Pollendosis (100, 200, 250, 300 Pollen/cm2) (zu beachten die
unterschiedliche Skalierung der x-Achse)
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(a) 400 Pollen/cm2
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(b) 500 Pollen/cm2
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(c) 1000 Pollen/cm2
Abb. 5.9: Entwicklungsgeschwindigkeit der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Ab-
hängigkeit von der einmaligen Pollendosis (400, 500, 1000 Pollen/cm2) (zu beachten die unter-
schiedliche Skalierung der x-Achse)
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5.1.1.4 Mortalität
Die gepoolten A. urticae-Ansätze zeigten ab 400 Pollen signifikante Unterschiede aus-
schließlich zwischen der Bt- und Iso-Gruppe (Tab. 5.2, Abb. 5.11, 5.12).
Die Analyse der Einzelansätze ergab bei gleichen Pollendosen nicht konsistente Er-
gebnisse (Tab. 5.3). Während einige Ansätze signifikante Unterschiede zwischen der Bt-
und Iso-Gruppe aufwiesen, zeigten andere Ansätze bei gleicher Pollendosis keinerlei Un-
terschiede. In manchen Ansätzen traten zudem signifikante Unterschiede zwischen den
Vergleichsgruppen auf.
Bei I. io traten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Bt- und Iso-Gruppe auf.
Bei 200 Pollen unterschieden sich jedoch die drei Vergleichsgruppen signifikant vonein-
ander (Tab. 5.4, Abb. 5.10).
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(a) 200 Pollen/cm2
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(b) 400 Pollen/cm2
Abb. 5.10: Mortalität der I. io-Larven in Abhängigkeit von der einmaligen Pollendosis (zu
beachten die unterschiedliche Skalierung der x-Achse)
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(b) 200 Pollen/cm2
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(c) 250 Pollen/cm2
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(d) 300 Pollen/cm2
Abb. 5.11: Mortalität der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Abhängigkeit von der
einmaligen Pollendosis (100, 200, 250, 300 Pollen/cm2) (zu beachten die unterschiedliche Ska-
lierung der x-Achse)
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(a) 400 Pollen/cm2
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(b) 500 Pollen/cm2
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(c) 1000 Pollen/cm2
Abb. 5.12: Mortalität der Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Abhängigkeit von der
einmalige Pollendosis (400, 500, 1000 Pollen/cm2) (zu beachten die unterschiedliche Skalierung
der x-Achse)
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5.1.2 Vergleich mit Larven bei ausbleibender Fütterung
Die beiden Ansätze, in denen A. urticae-Larven in einer zusätzlichen Gruppe statt einer
mit 1000 Pollenkörnern behandelten Blattscheibe kein Futter erhielten, wurden gepoolt
ausgewertet. Hinsichtlich der Gewichtszunahme traten keine signifikanten Unterschiede
auf. Bezüglich der Entwicklungsgeschwindigkeit zeigte die Bt-Gruppe eine signifikant
langsamere Entwicklung als die Gruppe ohne Blattscheibe (p=0,0043). Diese wiederum
entwickelte sich signifikant langsamer als die drei Vergleichsgruppen (p=0,0016). Hin-
sichtlich der Mortalität trat nur zwischen der Bt-Gruppe und der Gruppe ohne Futter
ein signifikanter Unterschied auf (p<0,001), wobei die Bt-Gruppe eine höhere Sterblich-
keitsrate aufwies.
5.1.3 LD50
Die Berechnung der LD50 für L3-Larven von A. urticae ergab eine Dosis von 524,9
Pollen/cm2 mit einer Spannweite zwischen 346,3 und 703,5 Pollen/cm2 (Tab. 5.5, Abb.
5.13).
Tab. 5.5: Pollenmengen der lethalen Dosen und
Grenzen der 95% Konfidenzintervalle
LD Pollen/cm2 Lower Upper
10 416,2 247,5 584,9
50 524,9 346,3 703,5
90 755,5 -147,8 1658,9
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Abb. 5.13: Weibull-Verteilung
5.1.4 Multiple-dose Experimente
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Multiple-dose Experimente mit A. urticae vor-
gestellt, in denen den Larven bis Erreichen des letzten Larvenstadiums zweimal täglich
Blattscheiben mit Pollen gegeben wurden. In einem der drei Ansätze waren 24% der Lar-
ven parasitiert, so dass dieser Ansatz aus der Auswertung herausgenommen wurde. (Der
Ansatz zeigte aber sowohl bei 10 als auch bei 200 Pollen in keinem Punkt signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen).
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5.1.4.1 Fraßaktivität
Die gepoolten Ansätze zeigten bei 10 Pollen keine signifikanten Unterschiede. Bei 200
Pollen waren signifikante Unterschiede im Vergleich der Gruppen Bt-Benicia sowie Bt-
Kontrolle festzustellen (Abb. 5.14).
Die Auswertung der Einzelansätze ergab bei 10 Pollen in einem Ansatz signifikante
Unterschiede zwischen der Wasserkontrolle und allen anderen Gruppen: Die Kontroll-
gruppe hatte mit durchschnittlich 87% der Blattfläche mehr gefressen als die anderen
Gruppen (Bt=84%, Iso=80%, Benicia=83%). Bei 200 Pollen wies ein Ansatz einen si-
gnifikanten Unterschied zwischen der Bt- und Kontrollgruppe auf. Der andere Ansatz
zeigte signifikante Unterschiede im Vergleich der Gruppen Bt-Benicia und Bt-Kontrolle.
5.1.4.2 Gewichtszunahme
Die gepoolten Ansätze zeigten sowohl bei 10 als auch bei 200 Pollen signifikante Unter-
schiede (Abb. 5.14). Diese traten bei 10 Pollen jeweils zwischen der Bt- und den drei
Vergleichsgruppen auf, bei 200 Pollen zwischen den Gruppen Bt-Benicia und Benicia-
Kontrolle. Im Ansatz mit 10 Pollen zeigte die Bt-Gruppe die größte Gewichtszunahme
im Vergleich zu den drei anderen Gruppen. Im Ansatz mit 200 Pollen nahmen die Iso-
und Benicia-Gruppe weniger an Gewicht zu als die Bt- und Kontrollgruppe.
Die Analyse der Einzelansätze ergab für 10 Pollenkörner in einem der beiden Ansätze
einen signifikanten Unterschied zwischen der Bt- und Benicia-Gruppe. Der andere Ansatz
zeigte signifikante Unterschiede in den Gruppenvergleichen Bt-Iso, Bt-Benicia, Benicia-
Kontrolle und Iso-Kontrolle. Bei 200 Pollen zeigte ein Ansatz keinerlei Unterschiede
zwischen den Behandlungen. Der andere Ansatz wies signifikante Unterschiede zwischen
der Bt- und Benicia-Gruppe sowie zwischen der Benicia- und Kontrollgruppe auf.
5.1.4.3 Entwicklungsgeschwindigkeit
Die vier Behandlungsgruppen der gepoolten Ansätze unterschieden sich sowohl bei der
Dosis von 10 als auch von 200 Pollen nicht signifikant voneinander (Abb. 5.15).
Die Einzelansätze zeigten bei 10 Pollen in einem Ansatz sowohl signifikante Unter-
schiede zwischen den Gruppen Bt und Iso als auch zwischen den Vergleichsgruppen. Der
zweite Ansatz zeigte nur signifikante Unterschiede zwischen den drei Vergleichsgruppen.
Die Fütterung mit 200 Pollen ergab in einem Ansatz keine signifikante Unterschiede, der
andere Ansatz zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei Vergleichsgruppen.
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Abb. 5.14: Fraßaktivität (oben) und Gewichtszunahme (unten) der Larven der gepoolten A.
urticae-Ansätze in Abhängigkeit von der mehrfachen Pollendosis (10 und 200 Pollen/cm2) (zu
beachten die unterschiedliche Skalierung der y-Achse)
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(a) 10 Pollen/cm2
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Abb. 5.15: Entwicklungsgeschwindigkeit (oben) und Mortalität (unten) der Larven der ge-
poolten A. urticae-Ansätze in Abhängigkeit von der mehrfachen Pollendosis (10 und 200
Pollen/cm2) (zu beachten die unterschiedliche Skalierung der x-Achse)
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5.1.4.4 Mortalität
Die gepoolten Ansätze wiesen bei 10 Pollen einen signifikanten Unterschied im Ver-
gleich der Bt- und Iso-Gruppe auf (Abb. 5.15). In der Iso-Gruppe war eine etwas höhere
Mortalität zu verzeichnen als in den anderen Gruppen. Bei 200 Pollenkörnern waren kei-
ne signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festzustellen. Die Auswertung der
Einzelansätze ergab in keinem Ansatz signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.
5.1.5 Fraßversuche mit Proteinen
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Fraßversuche vorgestellt, in denen A. urti-
cae-Larven Blattscheiben mit Cry-Proteinen gegeben wurden. Einer der drei durchge-
führten Ansätze zeigte eine ungewöhnlich hohe Sterblichkeit der Kontrolltiere (80%) im
Vergleich zu den mit Proteinen gefütterten Larven (20%), so dass dieser Ansatz nur
hinsichtlich der Fraßaktivität ausgewertet und aus allen weiteren Analysen herausge-
nommen wurde.
5.1.5.1 Fraßaktivität
Die gepoolten Ansätze zeigten deutlich signifikante Unterschiede zwischen der Protein-
und Kontrollgruppe (Abb. 5.16). Die Auswertung der Einzelansätze ergab in zwei der
drei Ansätze signifikante Unterschiede zwischen der Protein- und der Kontrollgruppe
(p<0,001, p=0,0023). Die Gruppen des dritten Ansatzes unterschieden sich nicht signi-
fikant voneinander.
5.1.5.2 Gewichtszunahme
Bezüglich der Gewichtszunahme zeigten sowohl die gepoolten Ansätze als auch die Ein-
zelansätze keinen signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (Abb.
5.16).
5.1.5.3 Entwicklungsgeschwindigkeit
In der Analyse der gepoolten Ansätze trat ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen auf (p=0,001) (Abb. 5.16). Im Hinblick auf die Einzelansätze zeigte sich in
einem Ansatz ein signifikanter Unterschied zwischen der Protein- und der Kontrollgruppe
(p=0,0015), der andere Ansatz wies keinen Unterschied auf.
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5.1.5.4 Mortalität
Die gepoolten Ansätze sowie die Einzelansätze zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen (Abb. 5.16).
5.1.6 Versuche mit L1-Larven
In den Fraßversuchen mit neonaten A. urticae-Larven waren von 122 vereinzelten Larven
am folgenden Tag 10 Tiere tot (8,2%). Von den überlebenden Larven hatten 18 Tiere
nichts gefressen (14,8%). Die restlichen 94 Larven hatten überwiegend zwischen 4 und
6mm2 der Brennnesselblattscheibe gefressen.
Die Auswertung der Fraßversuche mit verschiedenen Pollendosen ergab im Hinblick
auf die Mortalität für alle getesteten Pollenmengen signifikante Unterschiede zwischen
den Bt- und Kontrollgruppen (100 Pollen: p=0,0386, 200 Pollen: p<0,001, 400 Pollen:
p=0,0058) (Tab. 5.6). Die meisten Larven befanden sich zum Zeitpunkt der Auswertung
im L2- oder L3-Stadium.
Tab. 5.6: Mortalität der L1-Larven von A. urticae nach einer Woche
100 Pollen Kontrolle 200 Pollen Kontrolle 400 Pollen Kontrolle
n 140 30 271 60 380 110
lebend [%] 78,6 96,7 72,7 96,7 60,5 75,5
tot [%] 21,4 3,3 27,3 3,3 39,5 24,5
5.1.7 Wahlversuche
In den Wahlversuchen mit A. urticae, in denen L3-Larven zwei unterschiedlich behan-
delte Blattscheiben gereicht wurden, zeigten die gepoolten Daten des Ansatzes mit Bt-
und Iso-Maispollen einen signifikanten Unterschied (p<0,001). Auch zwei von drei Wie-
derholungen wiesen bei der Auswahl zwischen Bt- und Iso-Behandlung signifikante Un-
terschiede auf (p=0,0022, n=12; p=0,0038, n=60). Die dritte Wiederholung wies keinen
signifikanten Unterschied auf (n=12).
Alle übrigen Ansätze zeigten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des gefres-
senen Blattflächenanteils. In Tab. 5.7 sind die Ergebnisse zur Fraßaktivität des Ansatzes
aufgeführt, in dem auch in der Auswahl zwischen Bt- und Iso-Behandlung kein signifi-
kanter Unterschied auftrat. Auffällig war die insgesamt niedrigere Fraßaktivität in den
Ansätzen, in denen eine Blattscheibe mit Bt-Maispollen behandelt war.
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Abb. 5.16: Fraßaktivität, Gewichtszunahme, Entwicklungsgeschwindigkeit und Mortalität der
Larven der gepoolten A. urticae-Ansätze in Abhängigkeit einer Cry-Proteingabe
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Tab. 5.7: Gefressener Blattflächenanteil [%] im Wahlversuch zwischen zwei Blattscheiben mit
unterschiedlicher Behandlung
Bt Iso Iso Kontrolle Bt Kontrolle
15 0 75 70 25 10
25 5 95 45 5 0
10 50 100 100 30 100
10 0 90 85 80 0
20 100 50 100 75 30
30 20 100 100 50 90
20 30 60 75 50 15
25 10 100 100 10 0
80 0 90 100 25 0
15 45 90 75 5 20
5 25 100 90 15 5
0 25 100 50 5 0
MW 21,3 25,8 87,5 82,5 31,3 22,5
SD 20,5 28,9 17,0 19,8 26,7 35,3
5.1.8 Quantitativer Proteinnachweis und Bestimmung des
Gesamtproteingehalts
Die Analyse der Pollenproben auf Cry- und Gesamtproteingehalt ergab folgende Er-
gebnisse: Die Pollenprobe, die 2010 auf dem Feld gesammelt und anschließend frisch
(ohne Zwischenlagerung) untersucht wurde, wies durchweg niedrigere Cry-Gehalte so-
wie einen weitaus geringeren Gesamtproteingehalt auf als die Pollenproben, die aus dem
Gewächshaus stammten (Tab. 5.8). Beide Proben enthielten deutlich geringere Cry-
Proteinmengen als vom Hersteller angegeben.
Zu den Pollenproben vom Feld, die entsprechend des Versuchspollens bei -50 °C ein-
gefroren worden waren, liegen aufgrund methodischer Schwierigkeiten keine Daten vor.
Daher wurden zum Vergleich Pollenproben herangezogen, die 2009 und 2010 durch A.
Sauer (Julius Kühn-Institut (JKI) Darmstadt) auf dem Feld gesammelt und bei -80 °C
gelagert worden waren. Diese Proben zeigten große Unterschiede im Cry-Proteingehalt
zwischen den beiden Jahren (Analyse durch A. Sauer, JKI Darmstadt). Auch hier lagen
die Werte für Cry1A.105 und Cry3Bb1 unter den Angaben des Herstellers. Einzig der
Cry2Ab2-Gehalt der Pollenprobe von 2009 lag deutlich über den Herstellerangaben.
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Tab. 5.8: Cry-Proteingehalte und Gesamtproteingehalt im Pollen
Cry1A.105 Cry2Ab2 Cry3Bb1 Gesamtprotein-gehalt
Pollenquelle MW [µg/g FG](SD)
MW [µg/g FG]
(SD)
MW [µg/g FG]
(SD)
MW [mg/g FG]
(SD)
Gewächshaus 2,04 (0,49) 0,15 (0,07) 4,7 (1,01) 289,2 (-)*
Feld (2010)** 0,37 (0,05) 0,04 (0,01) 1,12 (0,23) 15,1 (4,3)
Feld (2009)*** 4,24 (2,53) 1,19 (1,08) 6,95 (3,67) -
Feld (2010)*** 1,78 (0,77) 0,45 (0,3) 4,92 (1,5) -
Angaben
Monsanto 8,6 (1,7) 0,33 (0,05) 8,0 (1,3) -
* Einzelwert
** Pollen frisch vom Feld
*** Angaben A. Sauer (mündl.) (JKI Darmstadt), Pollen bei -80°C gelagert
5.2 Pollenflug
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur Pollenverbreitung im Feld
dargestellt.
5.2.1 Pollenfallen und Brennnesselblätter
Die Pollendichte auf den Brennnesselblättern und den Pollenfallen nahm in allen drei
Jahren mit zunehmender Entfernung deutlich ab (Abb. 5.18, 5.19). Auf den Brennnes-
selblättern war in 5m Entfernung zum Feldrand nur noch ein Bruchteil der unmittelbar
am Feldrand ermittelten Pollenmengen zu finden. Insgesamt fiel auf, dass sich der meis-
te Pollen in den Blattadern der Brennnesselblätter befand und auf der Blattspreite nur
einzelne Pollenkörner lagen (Abb. 5.17).
Abb. 5.17: Maispollen auf
Brennnesselblatt
Sowohl die Brennnesselblätter als auch die Pollenfallen
wiesen 2008 deutlich geringere Pollenmengen auf als in den
beiden Folgejahren. Unterschiede waren in den Himmels-
richtungen festzustellen: Die Pollenmengen im Norden und
Osten lagen in allen Entfernungen jeweils über denen der
anderen Himmelsrichtungen. Auffällig war die hohe Pollen-
deckung auf den Pollenfallen im Westen in 2008.
Die maximale Pollenmenge, die auf den Brennnesselblät-
tern gefunden wurde, betrug 212 Pollen/cm2, auf den Pollenfallen wurden maximal 833
Pollen/cm2 gezählt. Beide Maximalwerte fanden sich an Standorten unmittelbar am
Feldrand im Norden. Tab. 5.9 und 5.10 geben die jeweiligen Mittelwerte der drei Repli-
kate pro Entfernung wieder.
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Abb. 5.18: Durchschnittliche Pollendeckung auf den Brennnesselblättern (zu beachten die un-
terschiedliche Skalierung der y-Achse)
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Abb. 5.19: Durchschnittliche Pollendeckung auf den Pollenfallen (zu beachten die unterschied-
liche Skalierung der y-Achse)
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5.2 Pollenflug
Im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf der Pollenschüttung zeigte sich, dass der meis-
te Pollen zwischen 6 und 14 Uhr auf den Pollenfallen abgelagert wurde (Abb. 5.20).
Am Nachmittag lag eine deutlich niedrigere Pollendeckung vor, die nachts noch weiter
abnahm. Diese Tendenzen waren in allen Himmelsrichtungen und Probentagen festzu-
stellen. Eine Ausnahme bildeten zwei Termine, an denen auf einigen Fallen im Westen
nachts mehr Pollen abgelagert wurde als am Nachmittag davor.
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Abb. 5.20: Pollendeckung auf den Pollenfallen im Tagesverlauf: Mittelwerte aller Himmelsrich-
tungen und Probentage (2008)
5.2.2 Technische Pollensammler (Sigma-2)
Auf den Objektträgern der Sigma-2-Sammler lagen im Durchschnitt 4 Pollen/cm2
(SD=1) (Max.= 6 Pollen/cm2). Damit waren die Pollenmengen deutlich niedriger als auf
den entsprechenden Pollenfallen, die eine Spannweite zwischen 2 und 77 Pollen/cm2 auf-
wiesen (MW=30). Die Pollendeckung auf den benachbarten Brennnesseln entsprach mit
durchschnittlich 3 Pollen/cm2 (Spannweite: 0-9 Pollen/cm2) in etwa der Pollendeckung
auf den Objektträgern der Technischen Pollensammler.
5.2.3 Wetterdaten
Die Auswertung der Wetterdaten zeigte, dass die Niederschlagsmengen an den meisten
Probenahmetagen vernachlässigbar gering waren. Lediglich am 04. August 2008 zwischen
6 und 14 Uhr und am 12. August 2010 regnete es stärker.
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Die Windgeschwindigkeit war im ersten Jahr zunächst recht hoch und nahm nach den
ersten beiden Probenahmetagen deutlich ab (Tab. 5.11). Im letzten Versuchsjahr waren
die Windgeschwindigkeiten im Vergleich zu den Vorjahren am geringsten.
In allen Jahren kam der Wind überwiegend aus südwestlichen Richtungen (Tab. 5.12).
Vereinzelt drehte der Wind für eine bis wenige Stunden vorübergehend auf nordöstliche
Richtungen.
Tab. 5.11: Niederschlagsmengen und mittlere Windgeschwindigkeiten am Standort Braun-
schweig (angegeben für die Zeitintervalle, in denen der Pollenflug gemessen wurde). Quelle:
DWD (Station Braunschweig)
Niederschlag [mm]
(in Zeitintervallen von ... bis ... Uhr)
Windgeschwindigkeit [m/s]
(in Zeitintervallen von ... bis ... Uhr)
2008 22-6 6-14 14-22 14-14 22-6 6-14 14-22 14-14
03.08. - - 0,1 - - - 3,7 -
04.08. 0,6 4,8 0,0 5,5 3,0 7,6 5,6 4,8
05.08. 0,0 0,0 0,0 0,0 3,7 5,5 4,7 5,0
06.08. 0,0 0,1 0,0 0,1 1,3 1,9 1,9 2,8
07.08. 0,0 0,0 - 0,0 3,0 3,3 - 2,8
2009
11.08. - - - 0,6 - - - 2,4
12.08. - - - 0,5 - - - 3,4
13.08. - - - 0,1 - - - 4,0
14.08. - - - 0,0 - - - 2,9
2010
10.08. - - - 0,0 - - - 2,5
11.08. - - - 1,4 - - - 2,3
12.08. - - - 31,5 - - - 1,8
13.08. - - - 2,2 - - - 1,4
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5.3 Kartierungen
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Kartierungen der Feldfrüchte, Schmetterlings-
nester und Brennnesselstandorte in Weseke und Schwarzenau vorgestellt.
5.3.1 Feldfrüchte und Brennnesselstandorte
Die beiden Untersuchungsgebiete unterschieden sich hinsichtlich der Feldgrößen sowie
der Anzahl der angebauten Feldfrüchte (Abb. 5.21-5.26). Charakteristisch für die Re-
gion Weseke waren große Feldparzellen und eine geringe Bandbreite an Feldfrüchten,
während die Felder der Region Schwarzenau deutlich kleiner waren und eine Vielzahl
unterschiedlicher Feldfrüchte angebaut wurden. Der Maisanteil in Weseke machte rund
die Hälfte der insgesamt kultivierten Fläche aus (Tab. 5.13), während er in Schwarzenau
deutlich geringer war. Der über die drei Untersuchungsjahre kumulierte Flächenanteil
an Mais an der gesamten Anbaufläche innerhalb des Untersuchungsgebietes betrug in
Weseke 82%, in Schwarzenau 30% (Abb. 5.27).
In allen drei Jahren gab es in Weseke mehr als doppelt so viele Brennnesselstandorte
als in Schwarzenau. Die durchschnittliche Dichte der Brennnesselpflanzen lag in Weseke
in den Jahren 2008 und 2010 deutlich über der in Schwarzenau, im Jahr 2009 war sie
in beiden Gebieten sehr ähnlich. Auffällig war, dass die Dichte der Brennnesselpflanzen
2010 in beiden Gebieten weit unter denen der Vorjahre lag.
Die durchschnittliche Entfernung der Brennnesselstandorte zum nächsten Maisfeld
war in Weseke in allen Jahren deutlich geringer als in Schwarzenau (Tab. 5.13).
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Kleintierweide
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! Inachis io
Abb. 5.21: Untersuchungsgebiet Weseke 2008 (keine Nester gefunden)
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Abb. 5.22: Untersuchungsgebiet Schwarzenau 2008 (keine Nester gefunden)
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Abb. 5.23: Untersuchungsgebiet Weseke 2009
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Abb. 5.24: Untersuchungsgebiet Schwarzenau 2009
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Abb. 5.25: Untersuchungsgebiet Weseke 2010
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Abb. 5.26: Untersuchungsgebiet Schwarzenau 2010
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Abb. 5.27: Kumulierte Fläche der Maisfelder (grün) über 3 Jahre (2008-2010) in Weseke (oben)
und Schwarzenau (unten)
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5.3.2 Schmetterlingsnester
Im ersten Untersuchungsjahr wurden keine Schmetterlingsnester gefunden, in den fol-
genden Jahren in beiden Gebieten sowohl Nester von A. urticae als auch von I. io (Tab.
5.14). Die Entwicklungsstadien der Larven reichte von L1 bis L5. In beiden Jahren
konnten zudem legende I. io-Falter beobachtet werden.
Tab. 5.14: Anzahl der Nester von A. urticae und I. io und deren Entwicklungsstadien in Weseke
und Schwarzenau (2009, 2010)
Weseke Schwarzenau
2009 Anzahl Nester Entwicklungsstadium Anzahl Nester Entwicklungsstadium
A. urticae 5 L2, L3, L4, L4-L5, L5 1 L5
I. io 1 L1 11 2 legende Falter, 8xL1, L4
2010
A. urticae 7 3xL1, L2, L3, L4, L5 2 L1, L3-L5
I. io 1 L2-L3 1 1 legender Falter
Tab. 5.15: Entfernung der Nester zum nächsten Maisfeld in Weseke und Schwarzenau (2009
und 2010 sowie insgesamt in beiden Jahren)
2009 Weseke Schwarzenau
Entfernung zum
Feldrand [m]
Anzahl Nester
(A. urticae/I. io)
Prozent
(A. urticae/I. io)
Anzahl Nester
(A. urticae/I. io)
Prozent
(A. urticae/I. io)
0-5 4 (3/1) 67 (60/100) 1 (0/1) 8 (0/9)
6-25 1 (1/0) 17 (20/0) 1 (0/1) 8 (0/9)
26-50 0 0 1 (0/1) 8 (0/9)
51-100 0 0 3 (1/2) 25 (100/18)
>100 1 (1/0) 17 (20/0) 6 (0/6) 50 (0/55)
2010 Weseke Schwarzenau
Entfernung zum
Feldrand [m]
Anzahl Nester
(A. urticae/I. io)
Prozent
(A. urticae/I. io)
Anzahl Nester
(A. urticae/I. io)
Prozent
(A. urticae/I. io)
0-5 5 (4/1) 63 (57/100) 0 0
6-25 2 (2/0) 25 (29/0) 0 0
26-50 1 (1/0) 13 (14/0) 1 (0/1) 33 (0/100)
51-100 0 0 0 0
>100 0 0 2 (2/0) 67 (100/0)
2009+2010 Weseke Schwarzenau
Entfernung zum
Feldrand [m]
Anzahl Nester
(A. urticae/I. io)
Prozent
(A. urticae/I. io)
Anzahl Nester
(A. urticae/I. io)
Prozent
(A. urticae/I. io)
0-5 9 (7/2) 64 (58/100) 1 (0/1) 7 (0/8)
6-25 3 (3/0) 21 (25/0) 1 (0/1) 7 (0/8)
26-50 1 (1/0) 7 (8/0) 2 (0/2) 13 (0/17)
51-100 0 0 3 (1/2) 20 (33/17)
>100 1 (1/0) 7 (8/0) 8 (2/6) 53 (67/50)
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In Weseke befanden sich mehr als 60% der Nester in einer Entfernung zwischen 0 und
5m zum nächsten Maisfeld. In Schwarzenau lagen hingegen über 50% der Nester in über
100m Entfernung zum nächsten Maisfeld (Tab. 5.15). In Weseke wurden überwiegend
A. urticae-Nester, in Schwarzenau überwiegend I. io-Nester gefunden.
Die meisten Nester befanden sich an unterschiedlichen Standorten, nur an drei Stand-
orten entwickelten sich mehrere Nester gleichzeitig: In Schwarzenau befanden sich 2009
an einem Standort zwei, an einem weiteren Standort sechs Nester von I. io. In Weseke
entwickelte sich 2010 an einem Standort jeweils ein Nest von A. urticae und I. io.
Bezogen auf die Summe aller Nester beider Jahre und Gebiete lag rund ein Drittel
der Nester in einer Nahdistanz von 0 bis 5m zum nächsten Maisfeld, ein Drittel in einer
Entfernung von über 100m zum Feldrand, während sich der Rest in Zwischendistanzen
befand (Tab. 5.16). 66% der Nester lag in einer Entfernung von mindestens 10m zum
nächsten Maisfeld.
Tab. 5.16: Entfernung der Nester zum nächsten Maisfeld: Summe aller Nester aus 2009 und
2010 sowie Weseke und Schwarzenau
Entfernung zum
Feldrand [m]
Nester
insgesamt Prozent
0-5 10 35
6-25 4 14
26-50 3 10
51-100 3 10
>100 9 31
5.3.3 Wetterdaten
Die Auswertung der Wetterdaten zeigte, dass in allen drei Jahren in beiden Gebieten
die Niederschlagsmengen im Kartierungsmonat Juli über oder im Bereich des langjäh-
rigen Mittelwertes lagen (Abb. 5.28, Tab. 5.17). Die geringsten Niederschlagsmengen
wurden im Mai 2008 in Schwarzenau gemessen. Auffällig waren die relativ geringen
Niederschlagsmengen im Juni 2008 und 2010 in beiden Gebieten, verglichen mit den
langjährigen Mittelwerten. Im Frühjahr 2010 folgte in Weseke und Schwarzenau auf
einen relativ feuchten Mai ein sehr trockener Monat Juni.
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Abb. 5.28: Niederschlagsmengen in Weseke (oben) und Schwarzenau (unten) in den drei Unter-
suchungsjahren (April bis August) sowie langjährige Monatsmittelwerte. Quellen: DWD (Sta-
tionen Borken und Schwarzach a.M./Klärwerk), LfL (Station Schwarzenau)
Im Hinblick auf die Lufttemperaturen fiel auf, dass in Schwarzenau weitaus größere
Temperaturschwankungen zwischen Minimal- und Maximaltemperatur auftraten als in
Weseke (Tab. 5.17). Die durchschnittlichen Temperaturen unterschieden sich jedoch nur
geringfügig zwischen den beiden Regionen.
Weiterer Unterschied zwischen den Gebieten war eine durchweg höhere Windgeschwin-
digkeit in Weseke (Tab. 5.17).
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Tab. 5.17: Lufttemperaturen, Niederschlagsmengen und Windgeschwindigkeiten in Weseke und
Schwarzenau. Quellen: DWD (Station Borken), LfL (Station Schwarzenau)
Weseke Schwarzenau
April Mai Juni Juli August April Mai Juni Juli August
Lufttemperatur - Tagesmittel (°C)
2008 8,7 15,8 17,1 18,1 17,6 8,4 16,4 18,4 19,2 18,4
2009 13,1 14,6 15,7 18,2 18,5 12,5 14,7 16,4 18,9 19,4
2010 9,8 10,9 17,3 20,8 16,9 9,2 11,7 12,8 14,8 15,2
Lufttemperatur - Tagesminimum (°C)
2008 3,8 9,7 11,3 13,1 13,1 -3,3 2,4 5,4 7,6 7,5
2009 6,9 8,3 10,4 12,9 12,0 0,9 0,4 3,9 8,1 4,6
2010 3,3 5,9 10,5 13,9 12,5 -3,7 2,4 4,9 7,3 7,5
Lufttemperatur - Tagesmaximum (°C)
2008 13,4 21,4 22,9 23,5 22,5 23,6 31,9 32,2 33,0 33,5
2009 19,1 20,3 21,2 23,8 24,8 25,3 30,7 28,9 30,7 35
2010 15,8 15,9 23,4 27,4 21,8 26,8 26,9 32 36,1 30,5
Niederschlag (mm)
2008 42,7 42,9 36,6 128,1 80,9 79,7 5,5 41,7 80,4 40,7
2009 15,3 34,3 80,6 128,8 25,3 48,7 61,2 67,4 129,4 32,9
2010 20,8 65,5 13,5 63,4 203,5 22,4 88,6 28,4 99,4 195,5
Windgeschwindigkeit (m/s)
2008 2,0 2,0 2,1 2,1 2,4 2,0 1,7 1,6 1,9 1,7
2009 2,0 3,4 2,7 2,6 2,1 1,6 1,7 1,8 1,6 1,1
2010 2,2 2,4 2,0 1,9 2,2 1,7 1,9 1,7 1,6 1,6
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Zur Einschätzung des Risikos einer möglichen Beeinträchtigung von Nichtziel-Schmet-
terlingen durch Bt-Mais müssen sowohl die Schadeffekte infolge der Aufnahme von Bt-
Maispollen (hazard), als auch die Wahrscheinlichkeit, mit der die Larven einer schäd-
lichen Pollendosis in ihrem natürlichen Habitat ausgesetzt sind (exposure), ermittelt
werden. Zur Bestimmung von Effektschwellen eignen sich Laborversuche unter kontrol-
lierten Bedingungen, in denen gezielt definierte Pollendosen verfüttert und ihre Wirkung
auf die Larven protokolliert werden können. Vor der Durchführung solcher Versuche muss
eine genaue Problemstellung formuliert werden, in der die gewünschten Schutzziele ein-
deutig beschrieben und berücksichtigt werden (Raybould 2006, Wolt et al. 2010). Die
Versuche sollten danach so konzipiert sein, dass sie einer klar definierten Risikohypothe-
se nachgehen und reproduzierbar sind (Romeis et al. 2010). Wichtig ist die Festlegung
von Messendpunkten, die für die Bewertung des Risikos geeignet sind (Raybould 2006,
Wolt et al. 2010). Neben diesen festgelegten Parametern sollten auch alle sublethalen
Effekte, die während der Versuche beobachtet werden, festgehalten werden (Romeis et
al. 2010).
Die Exposition gegenüber potentiell schädlichen Pollendosen im Freiland hängt zum
einen von der Verbreitung des Pollens in der Umgebung der Maisfelder und der Abla-
gerung auf den Wirtspflanzen der Larven ab, zum anderen von der Wahrscheinlichkeit,
mit der die Larven während der Maisblüte in der Umgebung der Maisfelder vorkommen
und somit den Pollen aufnehmen können (Sears et al. 2001, Wolt et al. 2003).
Um die Bedeutung möglicher Schäden auf Populationsebene bewerten zu können,
muss die Jahrespopulation eines Gebietes und die Teilpopulation zur Zeit der Maisblüte
erfasst werden. Zudem sollten verschiedene Maisanbauregionen untersucht werden, da
Populationen allein durch Einflüsse biotischer und abiotischer Faktoren variieren können
(Aviron et al. 2006).
Die ausgewählten Nichtziel-Schmetterlingsarten A. urticae und I. io gehören zu den
Spezies, die aufgrund ihrer Larvenhabitate und der zeitlichen Entwicklung ihrer Larven
mit Bt-Maispollen in Kontakt kommen und potentiell gefährdet sein können (Schmitz
et al. 2003, Darvas et al. 2004, Felke & Langenbruch 2005, Taxler et al. 2005, Gathmann
et al. 2006a, Aviron et al. 2009). Außerdem handelt es sich um relativ häufige Arten,
die für umfassende Untersuchungen zur Exposition im Freiland besser geeignet sind als
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seltene Arten, welche meist schwerer zu erfassen sind (Aviron et al. 2009). Zudem sind
die Entnahme seltener, geschützter Arten und die Durchführung von Laborversuchen
mit diesen nach dem Bundesnaturschutzgesetz untersagt (BNatSchG §44).
Im Folgenden werden zunächst die drei Teilaspekte der Arbeit (1. Bestimmung des
Schadens bei Aufnahme definierter Pollenmengen, 2. Bestimmung der Pollendeposition
auf lokaler Ebene und 3. Bestimmung des exponierten Anteils der Population auf regio-
naler Ebene) getrennt voneinander diskutiert. Anschließend erfolgt unter Einbeziehung
aller Ergebnisse eine umfassende Risikobewertung für A. urticae und I. io in Bezug
auf MON89034 xMON88017. Schließlich werden die verwendeten Methoden hinsichtlich
ihrer Eignung für ein anbaubegleitendes Monitoring bewertet.
6.1 Laborversuche
Voraussetzung für die Durchführung der Fraßversuche war die Beschaffung von Larven.
Die Verwendung von Tieren aus dem Freiland erwies sich als wenig geeignet, da sich oft
gegen Ende der Larvenentwicklung herausstellte, dass die Tiere parasitiert waren. Daher
wurde eine Zucht mit A. urticae aufgebaut und konnte erfolgreich etabliert werden, so
dass jederzeit Larven für Fraßversuche zur Verfügung standen.
Die Zucht von A. urticae und I. io in einer gemeinsamen Kammer schlug fehl. Erst als
die Falter nach Art getrennt in separaten Kammern gehalten wurden, konnte auch I. io
erfolgreich gezüchtet werden. Da die beiden Arten im Freiland ein ausgeprägtes Territo-
rialverhalten aufweisen, das sich darin widerspiegelt, dass A. urticae und I. io selten im
selben Territorium anzutreffen sind (Baker 1972), ist eine gegenseitige Beeinflussung der
Fortpflanzung, möglicherweise auf Pheromonbasis, denkbar. Daten dazu liegen jedoch
in der Literatur bisher nicht vor.
Zunächst wurden in Anlehnung an bereits vorliegende Studien Single-dose Experimen-
te durchgeführt (vgl. Felke & Langenbruch 2005). Diese Methode eignet sich dazu, ein
Maß für die Empfindlichkeit der Larven gegenüber verschiedenen Pollenkonzentrationen
zu ermitteln und um eine erste Einschätzung möglicher Schäden geben zu können, die
durch Bt-Maispollen verursacht werden. Anhand der Ergebnisse kann beurteilt werden,
ob bereits bei minimaler zeitlicher Exposition im Feld ein Effekt auftreten kann.
Mit den im Freiland ermittelten maximalen und realistischen Pollendichten auf der
Wirtspflanze (siehe Kap. 6.2) wurden zusätzlich Multiple-dose Experimente durchge-
führt.
Ein direkter Vergleich der Ergebnisse aus den Fraßversuchen mit Ergebnissen aus der
Literatur ist nur bedingt möglich, da sich die eingesetzten Methoden und Materialien
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unterscheiden. So erfolgten Fraßversuche sowohl im Labor (z.B. Jesse & Obrycki 2000,
Hellmich et al. 2001) als auch unter natürlichen Bedingungen im Freiland (Wraight et al.
2000, Stanley-Horn et al. 2001, Zangerl et al. 2001, Dively et al. 2004). Die Expositions-
zeiten variierten von 24 Stunden bis 5 Tagen unter Laborbedingungen (Jesse & Obrycki
2000, Hellmich et al. 2001, Felke & Langenbruch 2005, Li et al. 2005, Lang & Vojtech
2006) sowie zwischen 5 und 22 Tagen im Freiland (Wraight et al. 2000, Stanley-Horn et
al. 2001, Zangerl et al. 2001, Dively et al. 2004). Als Nahrung wurden im Laborversuch
Blattscheiben unterschiedlicher Größe (Hellmich et al. 2001, Felke et al. 2002, Jesse &
Obrycki 2002, Anderson et al. 2005, Felke & Langenbruch 2005, Lang & Vojtech 2006)
oder ganze Blätter gegeben (Losey et al. 1999, Felke & Langenbruch 2005, Mattila et
al. 2005).
Des Weiteren wurde Pollen verschiedener Bt-Maisevents in unterschiedlicher Menge
getestet. So liegen z.B. Arbeiten zu Bt176 (Hellmich et al. 2001, Stanley-Horn et al.
2001, Zangerl et al. 2001, Jesse & Obrycki 2002, Felke & Langenbruch 2005, Lang &
Vojtech 2006), Bt11 (Losey et al. 1999, Hellmich et al. 2001, Stanley-Horn et al. 2001,
Jesse & Obrycki 2002, Dively et al. 2004), MON810 (Wraight et al. 2000, Hellmich et
al. 2001, Stanley-Horn et al. 2001, Dively et al. 2004, Felke & Langenbruch 2005) und
eine Studie zu einer stacked Maislinie (MON810 xMON84006) (Mattila et al. 2005) vor.
Die meisten Studien erfolgten mit Larven des Monarchfalters (Danaus plexippus) (z.B.
Losey et al. 1999, Hellmich et al. 2001, Mattila et al. 2005), andere z.B. mit Papilio
polyxenes (Wraight et al. 2000, Zangerl et al. 2001), Euchatias egle (Jesse & Obrycki
2002), Antheraea pernyi (Li et al. 2005) oder Pseudozizeeria maha (Wolt et al. 2005). Zu
europäischen Arten liegen bisher nur zu wenigen Arten Untersuchungen vor, so zu Pieris
rapae, Pieris brassicae, Plutella xylostella und Agrotis segetum (Felke et al. 2002, Felke
& Langenbruch 2001, 2005), welche alle als sekundäre Schädlinge in der Landwirtschaft
einzuordnen sind (Lang & Otto 2010), sowie zu Papilio machaon (Lang & Vojtech 2006).
Daten zu Fraßversuchen mit A. urticae und I. io liefern Felke & Langenbruch (2005)
und Felke et al. (2010), diese beziehen sich allerdings in erster Linie auf das nicht mehr
zugelassene Maisevent Bt176.
Schließlich unterscheiden sich die Studien hinsichtlich der getesteten Larvenstadien
(L1-L4). Der Einsatz frisch geschlüpfter Larven im Einzelversuch ist bei A. urticae und
I. io aufgrund der geselligen Lebensweise der Larven nicht geeignet. So zeigten Lauber
& Darvas (2009), dass einzeln gehaltene L1-Larven des Tagpfauenauges eine erhöhte
Mortalität aufwiesen im Vergleich zu gesellig gehaltenen Larven. Dabei war bereits in
Gruppen von 5 oder 10 Larven eine signifikant höhere Überlebensrate zu beobachten.
Felke & Langenbruch (2005) konnten bei einzeln gehaltenen L1-Larven von A. urticae
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ebenfalls eine 100%-ige Mortalitätsrate innerhalb einer Woche beobachten, führten dies
aber auf eine zu hohe Feuchtigkeit in der Haltung der Larven zurück.
In eigenen Versuchen zur Einzelhaltung von L1-Larven von A. urticae konnte nach
einem Tag noch keine erhöhte Mortalitätsrate festgestellt werden. Es zeigte sich aber,
dass die meisten Larven nur 4-6mm2 der Blattscheibe fraßen. In Fraßversuchen müssten
also sehr kleine Blattscheiben verwendet werden, um sicher zu stellen, dass die Larven
die komplette Blattscheibe fressen können. Der Einsatz solch kleiner Blattscheiben ist
allerdings nicht geeignet, da sie bereits nach kurzer Zeit austrocknen und von den Larven
nicht mehr gefressen werden. Um ein Austrocknen zu verhindern, verwendeten z.B. Felke
& Langenbruch (2005) eine Schicht aus Agar als Unterlage. Bei älteren A. urticae-Larven
konnte jedoch beobachtet werden, dass diese Haltungsbedingungen zu feucht für die
Tiere waren.
Felke & Langenbruch (2005) und Felke et al. (2010) setzten in Fraßversuchen jeweils
10 L1-Larven auf ein gemeinsames Brennnesselblatt und beobachteten mit zunehmender
Pollendosis eine Zunahme der Mortalitätsrate. In eigenen Versuchen, in denen 10 neonate
A. urticae-Larven pro Blattscheibe eingesetzt wurden, zeigten sich ab einer Dosis von
100 Pollen/cm2 signifikante Unterschiede. Eine Zunahme der Mortalität mit steigender
Pollendosis konnte jedoch nicht bestätigt werden. Von der Methode der Gruppenhaltung
neonater Larven wurde schließlich Abstand genommen, da es sich um keinen validen
Ansatz handelt, der garantiert, dass alle Tiere die gleiche Pollenmenge aufnehmen.
Ab dem dritten Larvenstadium ließen sich die Larven problemlos einzeln halten.
Hinsichtlich der vier Messendpunkte Fraßaktivität, Gewichtszunahme, Entwicklungsge-
schwindigkeit und Mortalität zeigten A. urticae und I. io unterschiedliche Empfindlich-
keitsschwellen in Abhängigkeit von der Pollendosis, die im Folgenden einzeln diskutiert
werden. Dabei erfolgt die Diskussion in der Reihenfolge, in der die Parameter in der
Entwicklung der Larven erfasst wurden.
6.1.1 Parameter Fraßaktivität
Die Fraßaktivität stellte sich bei beiden Arten in den Single-dose Versuchen als sensibels-
ter Parameter heraus. Die gepoolten A. urticae-Ansätze zeigten eine Abnahme der Fraß-
aktivität mit zunehmender Pollendosis. Erste signifikante Unterschiede zwischen der Bt-
Behandlung und den drei Vergleichsgruppen traten bei einer Dosis von 200 Pollen/cm2
auf. Bei I. io konnte keine Tendenz hinsichtlich der Fraßaktivität in Abhängigkeit von
der Pollendosis festgestellt werden. Die Datenbasis ist für I. io allerdings gering, da nicht
ausreichend Versuchstiere zur Verfügung standen, so dass zur Einordnung der Ergebnis-
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se und zur Bestimmung von Effektschwellen und Dosis-Wirkungs-Beziehungen weitere
Versuche erforderlich wären.
Die Multiple-dose Versuche zeigten keine verstärkten Effekte bei mehrfachen Pollen-
gaben im Vergleich zur einfachen Pollengabe. Auch bei der getesteten Höchstdosis von
200 Pollen/cm2 traten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Bt-Behandlung und
den drei Vergleichsgruppen auf.
Nur wenige Studien beschreiben Verhaltensänderungen wie eine reduzierte Fraßakti-
vität als Parameter für sublethale Effekte in Fütterungsversuchen mit Bt-Maispollen
(vgl. Lang & Otto 2010). Felke et al. (2002) stellten bei Larven von P. xylostella und
P. rapae eine Abnahme der Fraßaktivität mit zunehmender Pollendosis fest. Gleiches
beobachteten Lang & Vojtech (2006) bei Larven von P. machaon. Die Fraßaktivität als
sensibelster Parameter konnte nur für P. xylostella beschrieben werden (Felke & Lan-
genbruch 2005). Losey et al. (1999), Hellmich et al. (2001) und Mattila et al. (2005)
beobachteten bei D. plexippus-Larven eine Reduktion der Fraßaktivität in Abhängigkeit
von Bt-Maispollengaben, parallel dazu traten signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Gewichte auf. Alle Autoren stellten die Gewichtsunterschiede in Korrelation zur gerin-
geren Fraßrate. Bei A. urticae und I. io konnten diese Beobachtungen nicht bestätigt
werden.
Um zu prüfen, ob eine reduzierte Nahrungsaufnahme andere Parameter beeinflusst,
wurde einer zusätzlichen Larvengruppe statt einer Blattscheibe kein Futter gegeben. Im
Hinblick auf die Gewichtszunahme unterschied sich diese Gruppe nicht signifikant von
den anderen Gruppen. Die Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass sich Nahrungs-
mangel möglicherweise auf die Entwicklungsgeschwindigkeit auswirkt. Hinweise darauf
gibt Pullin (1986a, 1987), der zwar nicht Nahrungsmangel, jedoch eine geringere Fut-
terqualität als Ursache für eine langsamere Entwicklung nennt.
Warum die Larven ab bestimmten Bt-Maispollendosen ihre Fraßaktivität einstellen,
ist schwer zu beurteilen. Anderson et al. (2004, 2005) und Prasifka et al. (2007) beob-
achteten bei D. plexippus-Larven eine geringere Fraßrate bei aufliegenden Bt-Maispollen
und -antheren. Das Meiden der Blattscheiben bei aufliegenden Antheren trat auch auf,
ohne dass die Larven sichtbar an den Antheren gefressen hatten (Anderson et al. 2004,
Prasifka et al. 2007). Erklärungen für diese Verhaltensänderungen bleiben vage. Eine
Möglichkeit wäre, dass die Larven Cry-Proteine olfaktorisch oder über Chemorezepto-
ren wahrnehmen können, ohne sie zu fressen (Prasifka et al. 2007). Die Wahrscheinlich-
keit dafür ist jedoch äußerst gering, da die Proteine zu groß zum Verdunsten und zur
sensorischen Wahrnehmung sind (Avé 1995).
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Eine Aufnahme von Cry-Proteinen ohne den Fraß von Pollen wäre möglich, wenn die
Proteine aus dem Pollen in Lösung gehen, die Lösung sich auf der Blattscheibe ver-
teilt und von den Larven mit dem Blatt aufgenommen wird. Li et al. (2010) konnten
zeigen, dass bei MON88017 nach vier Stunden 38% der Cry-Proteine aus dem Pollen
im Wasser gelöst waren. In Versuchen mit Pollensuspensionen und trockenem Pollen
waren bei P. xylostella jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden Applikations-
methoden hinsichtlich der Fraßaktivität erkennbar (Felke & Langenbruch 2005). In den
Fraßversuchen der vorliegenden Arbeit kann das Lösen der Cry-Proteine aus dem Pol-
len als unwahrscheinlich eingestuft werden, da die Pollensuspensionen direkt nach dem
Ansetzen appliziert wurden und der Wassertropfen schnell verdunstete.
Um zu ermitteln, ob Larven die Fähigkeit zum sensorischen Erkennen der Cry-Proteine
im Pollen besitzen und ein aktives Vermeiden zeigen, wurden Wahlversuche durchge-
führt. Im Ansatz mit Blattscheiben und Bt- bzw. isogenem Maispollen traten signifi-
kante Unterschiede im Hinblick auf die Fraßaktivität auf, jedoch war im Wahlversuch
zwischen Blattscheiben mit Bt-Maispollen und ohne Pollen kein Unterschied nachzuwei-
sen, was die Ergebnisse relativiert. Ein aktives Vermeiden konnte hier nicht festgestellt
werden. Auch Felke & Langenbruch (2001, 2005) konnten keine Vermeidungsreaktionen
bei Larven von P. rapae, P. brassicae und P. xylostella zwischen Futter mit aufliegendem
Bt-Maispollen und konventionellem Maispollen beobachten.
In einem Testansatz mit A. urticae zeigten die Larven allerdings eine insgesamt sehr
geringe Fraßaktivität, wenn eine der beiden Blattscheiben mit Bt-Maispollen behandelt
war. Dabei konnte bei den meisten Tieren aufgrund der niedrigen Fraßrate ausgeschlos-
sen werden, dass sie Pollen gefressen hatten. Ob es sich hierbei um ein aktives Vermei-
dungsverhalten handelt, ist schwer zu beurteilen, da in weiteren Wiederholungen diese
Tendenzen nicht auftraten.
Die Ergebnisse der Wahlversuche sind insgesamt mit Vorsicht zu bewerten, da das
Verhalten während der Expositionszeit nicht durchgehend erfasst wurde. Ein kontinuier-
liches Beobachten der Larven, beispielsweise in Form von Filmaufnahmen (vgl. Prasifka
et al. 2007), könnte weitere Erkenntnisse über die Reaktion der Larven auf Bt-Maispollen
liefern. Des Weiteren wäre die Verwendung von trockenem Pollen statt einer Pollensus-
pension zu prüfen, um ein Lösen der Cry-Proteine in Wasser ausschließen zu können
(s.o.). Außerdem wäre das Verhalten der Larven auch unter natürlicheren Bedingungen
interessant zu beobachten, indem z.B. ganze Pflanzen mit verschiedener Pollendeckung
auf den einzelnen Blättern verwendet würden. So könnte geprüft werden, ob die Lar-
ven möglicherweise ein Ausweichverhalten auf Blätter ohne Pollen zeigen (vgl. Lang &
Vojtech 2006).
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6.1.2 Parameter Gewichtszunahme
A. urticae und I. io zeigten hinsichtlich der Gewichtszunahme in den gepoolten Ansätzen
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Bt-Gruppe und den Vergleichsgruppen. Im
Multiple-dose Experiment war im gepoolten Ansatz bei 10 Pollen/cm2 eine signifikant
größere Gewichtszunahme in der Bt-Gruppe im Vergleich zu den Vergleichsgruppen zu
beobachten, bei 200 Pollen/cm2 war kein Effekt in Abhängigkeit von Bt-Maispollen
festzustellen.
Für A. urticae und I. io wiesen Felke & Langenbruch (2005) und Felke et al. (2010)
mit zunehmender Pollendosis eine signifikant geringere Gewichtszunahme bzw. ein ge-
ringeres Larvengewicht bei Pollen von Bt176 nach. Entsprechende Effekte traten bei ver-
schiedenen Nichtziel-Schmetterlingsarten (D. plexippus, P. polyxenes, P. machaon, A.
segetum) und Bt176 durchweg auf (Hellmich et al. 2001, Stanley-Horn et al. 2001, Zan-
gerl et al. 2001, Felke & Langenbruch 2005, Lang & Vojtech 2006). Als Ursache kommt
der Cry-Proteingehalt (Cry1Ab) im Pollen von Bt176 in Frage, der mit 1,1-7,1 µg/g
sehr hoch ist (Sears et al. 2001, Jesse & Obrycki 2000, 2002, Wolt et al. 2003, Lang et
al. 2004). Im verwendeten Pollen von MON89034 xMON88017 wurde mit 2,04µg/g ein
ebenfalls recht hoher Gehalt an Cry-Proteinen (Cry1A.105) nachgewiesen. Die abwei-
chenden Effekte dürften darauf zurückzuführen sein, dass die verschiedenen Cry-Proteine
eine unterschiedliche Toxizität aufweisen (Wu et al. 2009).
Bei Fütterung von Pollen anderer Bt-Maisevents wie MON810 und Bt11, die mit
0,001-0,13 µg/g weitaus weniger Cry-Proteine (Cry1Ab) im Pollen exprimieren (Wraight
et al. 2000, Sears et al. 2001, Lang et al. 2004, Nguyen & Jehle 2007), traten bei D.
plexippus, P. polyxenes und A. pernyi keine signifikanten Unterschiede zu den Vergleichs-
gruppen auf (Wraight et al. 2000, Hellmich et al. 2001, Stanley-Horn et al. 2001, Li et al.
2005). Nur sehr hohe Pollendosen führten bei A. pernyi und D. plexippus zu geringeren
Gewichten (Losey et al. 1999, Li et al. 2005).
In Fraßversuchen mit Pollen des stacked Maisevents MON810 xMON84006, welches
Cry1Ab und Cry2Ab2 im Pollen exprimiert, stellten Mattila et al. (2005) für D. ple-
xippus eine geringere Gewichtszunahme im Vergleich zur Kontrolle fest. Unklar bleibt,
ob es sich möglicherweise um einen additiven oder synergistischen Effekt der beiden
Cry-Proteine handelt. Synergistische wie auch antagonistische Effekte verschiedener Cry-
Proteine konnten z.B. für Lymantria dispar nachgewiesen werden, jedoch nicht für Bom-
byx mori (Lee et al. 1996), was verdeutlicht, dass verschiedene Arten unterschiedliche
Toleranzen gegenüber verschiedenen Cry-Proteinen und Pollendosen aufweisen können
(vgl. Felke et al. 2002). Auch Larven verschiedenen Alters können unterschiedlich emp-
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findlich reagieren. So sind ältere Larven toleranter als neonate Larven (Hellmich et al.
2001, Anderson et al. 2004, Felke & Langenbruch 2005).
In den Single-dose Experimenten mit A. urticae waren zwischen den Ansätzen der
verschiedenen Pollendosen z.T. große Differenzen im durchschnittlich zugenommenen
Gewicht festzustellen (0,0485 g-0,1002 g). Als Ursache kommt das Alter der Larven zu
Versuchsbeginn in Frage, welches zwischen den Tieren der einzelnen Versuchsansätze
nicht exakt übereinstimmte. Zwar wurden die Larven durchweg im L3-Stadium einge-
setzt, jedoch war die Zeit zwischen der letzten Häutung und dem Einsatz im Versuch
nicht identisch.
Weitere Ursache kann eine unterschiedliche Nahrungsqualität der verwendeten Brenn-
nesseln sein. Da die Pflanzen nicht unter kontrollierten Bedingungen wuchsen, sondern
an verschiedenen Standorten im Freiland gesammelt wurden bzw. im Herbst und Win-
ter aus dem Gewächshaus stammten, wiesen die Pflanzen möglicherweise verschiede-
ne Inhaltsstoffgehalte auf, welche die Qualität als Nahrung beeinflussen (Pullin 1986a,
1987).
Möglicherweise handelt es sich bei den Gewichtsdifferenzen zwischen den einzelnen
Ansätzen aber auch um natürliche Schwankungen innerhalb der Art, die auf genetische
Faktoren zurückzuführen sind.
6.1.3 Parameter Entwicklungsgeschwindigkeit
Bei A. urticae war ab einer Dosis von 300 Pollen/cm2 in der Bt-Gruppe eine verzö-
gerte Entwicklung festzustellen. Bei mehrfacher Pollengabe traten bei der eingesetzten
Höchstdosis von je 200 Pollen/cm2 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen auf. Auch bei I. io konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Jesse & Obrycki (2000) fanden bei D. plexippus für Bt11- und Bt176-Maispollen eben-
falls keine Unterschiede. Hingegen stellten Losey et al. (1999) und Dively et al. (2004) bei
D. plexippus, Felke & Langenbruch (2005) bei I. io und P. xylostella und Lang & Vojtech
(2006) bei P. machaon eine langsamere Entwicklung der Larven fest. Diese Unterschiede
in der Reaktion der Larven können ein weiterer Hinweis auf die unterschiedliche Emp-
findlichkeit verschiedener Arten sein. Möglicherweise liegen die Unterschiede aber auch
in den verschiedenen Methoden begründet.
Das Auftreten von Verzögerungen in der Larvenentwicklung kann sich im Freiland
nachteilig auf die Larven auswirken, da sie längere Zeit verschiedenen Gefahren, z.B.
durch räuberische Gegenspieler und Parasitoide, ausgesetzt sind. So stellte Pyörnilä
(1976b) bei A. urticae eine umso höhere Parasitierungsrate der Larven fest, je länger
sie im Feld waren.
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6.1.4 Parameter Mortalität
Bei A. urticae konnte ab einer Pollendosis von 400 Pollen/cm2 eine Zunahme der Mor-
talität in der mit Bt-Pollen behandelten Gruppe beobachtet werden. Im Mulitple-dose
Experiment trat bei der eingesetzten Höchstdosis von 200 Pollen/cm2 kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen auf. Auch bei I. io konnte keine erhöhte Mortali-
tätsrate festgestellt werden.
Im Gegensatz dazu stellten Felke & Langenbruch (2005) in Fraßversuchen mit Bt176
bei I. io und A. urticae ebenso wie bei P. xylostella und A. segetum mit zunehmender
Pollenzahl ansteigende Mortalitätsraten fest. Gleiches beobachteten Jesse & Obrycki
(2000), Hellmich et al. (2001) und Zangerl et al. (2001) bei D. plexippus. In Versuchen
mit MON810 und Bt11 trat in den meisten Fällen bei D. plexippus, P. polyxenes und A.
pernyi keine erhöhte Sterblichkeit auf (Wraight et al. 2000, Hellmich et al. 2001, Stanley-
Horn et al. 2001, Li et al. 2005). Erhöhte Mortalitätsraten stellten nur Losey et al. (1999)
und Mattila et al. (2005) bei D. plexippus fest sowie Hanley et al. (2003) nach Fütterung
von Cry1F-haltigem Pollen bei Galleria mellonella; bei Cry1Ab-haltigem Pollen trat bei
G. mellonella jedoch keine signifikant höhere Sterblichkeit auf (Hanley et al. 2003).
Auch hinsichtlich der Mortalität scheinen verschiedene Schmetterlingsarten unter-
schiedliche Empfindlichkeiten aufzuweisen. Allgemein kann innerhalb einer Art eine ho-
he Sterblichkeit auftreten, unabhängig von Einflüssen durch Cry-Proteine. So starben
in einigen Ansätzen der Fraßversuche u.a. viele Larven der Kontrollgruppen. Auch in
der Zucht war immer wieder bei einzelnen Nestern eine erhöhte Sterblichkeit der Lar-
ven von geschätzt bis zu 80% zu beobachten. Mögliche Ursache könnten die künstlichen
Haltungsbedingungen sein. Da sich die verschiedenen Gelege genetisch voneinander un-
terscheiden, können natürlicherweise jederzeit Nester vorkommen, deren Larven unter-
schiedlich sensibel auf verschiedene Faktoren wie Luftfeuchtigkeit, Temperatur, Licht-
verhältnisse, Futterqualität etc. reagieren. Innerhalb der Zucht kann es zudem zu Inzucht
kommen, die mitunter eine erhöhte Empfindlichkeit der Larven nach sich ziehen kann.
Trotz kontrollierter Bedingungen kann nicht ausgeschlossen werden, dass Krankheiten
auftreten und zum Absterben vieler Tiere führen.
6.1.5 Gesamtbetrachtung der Ergebnisse
Die Larven von A. urticae und I. io wurden in der Auswertung nach verwendeter Pol-
lendosis gepoolt, um eine möglichst robuste statistische Analyse zu gewährleisten. In der
Literatur wurden die eingesetzten Larven ebenfalls gepoolt ausgewertet. Dabei blieb die
genetische Verwandtschaft der Versuchstiere offen. Bei Arten, die wie A. urticae und I.
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io ihre Eier in größeren Gelege ablegen, ist von einer geringen genetischen Variabilität
zwischen den Larven eines Geleges auszugehen, da es sich um Geschwister handelt.
Im Vergleich der verschiedenen Ansätze war eine hohe Variabilität innerhalb der Art
im Hinblick auf die Sensibilität gegenüber Bt-Maispollen festzustellen. Die Auswertung
der Einzelansätze zeigte bei beiden Arten deutlich, dass die Effekte, die in den gepoolten
Ansätzen auftraten, nicht konsistent in allen Ansätzen beobachtet werden konnten. So
wies die Analyse der gepoolten A. urticae-Ansätze bei 200 Pollen/cm2 signifikante Un-
terschiede in der Fraßaktivität zwischen der Bt-Gruppe und den Vergleichsgruppen auf.
Von den Einzelansätzen zeigten jedoch nur zwei von insgesamt acht Ansätzen signifi-
kante Unterschiede. Umgekehrt war z.B. in den gepoolten Ansätzen bei 200 Pollen/cm2
kein Unterschied in der Sterblichkeit der Larven zu erkennen. Trotzdem zeigte ein Ansatz
eine signifikant höhere Mortalität in der Bt-Gruppe.
Nicht nur zwischen verschiedenen Ansätzen lag eine große Variabilität in der Tole-
ranz gegenüber Bt-Maispollen vor, auch innerhalb der Ansätze konnten unterschiedliche
Empfindlichkeiten der Larven beobachtet werden. Insbesondere im Hinblick auf die Fraß-
aktivität fiel auf, dass die Spannweite des gefressenen Blattflächenanteils mitunter sehr
groß war. In der Literatur liegen bisher keinerlei Daten zu Empfindlichkeitsschwankun-
gen innerhalb einer Art gegenüber Bt-Maispollen vor.
Die mehrfachen Pollengaben von jeweils 200 Pollen/cm2 führten zu keinen verstärkten
Effekten verglichen mit den einfachen Pollendosen. Obwohl nach einmaliger Pollengabe
von 200 Pollen/cm2 in den gepoolten Ansätzen bereits ein signifikanter Unterschied hin-
sichtlich der Fraßaktivität zwischen der Bt-Gruppe und allen Vergleichsgruppen auftrat,
konnten im Multiple-dose Experiment über die Gesamtzeit der Pollenfütterung kein ent-
sprechender Unterschied beobachtet werden. Auch hinsichtlich der anderen Parameter
trat nach mehrfacher Pollengabe kein Effekt auf. Möglicherweise wiesen die Larven der
drei Multiple-dose Ansätze eine größere Toleranz gegenüber Cry-Proteinen auf, wie auch
die Larven in sechs von acht Ansätzen der Single-dose Versuche (s.o.). Um diese Annah-
me zu prüfen, wären weitere Wiederholungen des Multiple-dose Versuchs durchzuführen.
Eine andere Erklärung für das Ausbleiben von verstärkten oder zusätzlichen Effekten
nach mehrfacher Pollengabe wäre, dass die Suszeptibilität der Larven mit zunehmendem
Alter abnimmt (vgl. Hellmich et al. 2001, Anderson et al. 2004, Felke & Langenbruch
2005).
Das Ausbleiben von Effekten nach mehrfacher Pollengabe wirft die Frage nach Anpas-
sungs- oder Kompensationsmechanismen auf physiologischer Ebene auf, welche mögli-
cherweise die toxische Wirkung der Cry-Proteine unterbinden (vgl. Rausell et al. 2007).
Anpassungsmechanismen nach Fütterung mit unverdaulicher Nahrung konnten z.B.
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beim Kartoffelkäfer (Leptinotarsa decemlineata) in Form einer Überexpression bestimm-
ter Proteasen festgestellt werden (Brunelle et al. 2004). Ob solche oder ähnliche Mecha-
nismen auch bei Larven von A. urticae und I. io vorkommen, ist offen. Die Beantwortung
dieser Frage ist insbesondere deshalb schwierig, da die physiologischen Wirkmechanis-
men der Cry-Proteine noch immer diskutiert werden (z.B. Soberón et al. 2009, van
Frankenhuyzen et al. 2010, Tan 2010, Sanahuja et al. 2011).
Die Dosis von 200 Pollenkörnern scheint für A. urticae in einem Bereich zu liegen,
in dem die untere Grenze von Effektschwellen zu finden ist. Hier zeigten sich deutlich
Empfindlichkeitsschwankungen innerhalb der Art.
Die Ergebnisse der Fraßversuche mit I. io deuten darauf hin, dass die Larven eine
geringere Sensibilität gegenüber Bt-Maispollen aufweisen als A. urticae-Larven, jedoch
sind Aussagen aufgrund der geringen Datenbasis nur eingeschränkt möglich.
6.1.6 Bestimmung der Cry-Proteine im Pollen
Die Proteinkonzentrationen, die im Versuchspollen von MON89034 xMON88017 be-
stimmt wurden, lagen durchweg niedriger als durch den Hersteller Monsanto angegeben.
Die Spannweite der Cry-Proteinkonzentrationen war generell recht hoch. So wies der
frisch auf dem Feld geerntete Pollen sogar noch viel geringere Cry-Proteingehalte auf als
der Pollen aus dem Gewächshaus. Auch zwischen den Jahren waren mit Spannweiten
von 0,37-4,24 µg/g (Cry1A.105) bzw. 0,04-1,19 µg/g (Cry2Ab2) große Unterschiede im
Cry-Proteingehalt festzustellen.
In der Literatur untersuchten nur Jesse & Obrycki (2000), Wraight et al. (2000)
und Lang & Vojtech (2006) den in Fraßversuchen eingesetzten Pollen auf seinen Cry-
Proteingehalt. Auch Jesse & Obrycki (2000) und Wraight et al. (2000) fanden im Pollen
von Bt176 weitaus geringere Cry-Proteingehalte als offiziell angegeben. Als mögliche
Ursache kommt die Lagerung der Pollenproben in Frage (Jesse & Obrycki 2000, Nguyen
& Jehle 2009). Natürlicherweise findet mit der Zeit eine Denaturierung der Cry-Proteine
statt (Ohlfest et al. 2002). Es ist nicht auszuschließen, dass diese auch bei tiefgekühlt
gelagerten Proben erfolgen kann.
Die niedrigen Cry-Proteingehalte im Pollen aus dem Gewächshaus können eventu-
ell auf die unnatürlichen Kultivierungsbedingungen zurückzuführen sein (vgl. Nguyen
& Jehle 2009). Generell können die Cry-Proteingehalte in allen Geweben von Bt-Mais
von Jahr zu Jahr wie auch in verschiedenen Anbauregionen sehr unterschiedlich sein
(Nguyen & Jehle 2007, 2009). Umweltfaktoren wie die Bodenbeschaffenheit und die
Nährstoffversorgung der Pflanzen scheinen also die Expression von Cry-Proteinen mit
zu beeinflussen. Daneben spielen möglicherweise Witterungsfaktoren wie Luftfeuchtig-
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keit, Nässe, Sonneneinstrahlung und Temperatur eine Rolle. Ein Einfluss durch UV-Licht
auf den Cry-Proteingehalt im Pollen und die Wirksamkeit der Proteine scheint jedoch
auszuschließen zu sein (Ohlfest et al. 2002). Denkbar wäre auch, dass Austrocknung des
Pollens eine Auswirkung auf den Cry-Proteingehalt hat. Negative Einflüsse einer Dehy-
drierung konnten beispielsweise auf die Befruchtungsfähigkeit des Pollens nachgewiesen
werden (Luna et al. 2001, Aylor 2004).
Über die absoluten Cry-Proteingehalte im Pollen gibt die ELISA-Methode nur bedingt
Auskunft, da nicht auszuschließen ist, dass auch Bruchstücke denaturierter Proteine
Bindungen eingehen können (Lutz et al. 2005). Unbeantwortet bleibt auch, ob die quan-
titativ erfassten Proteine bioaktiv sind. Eine qualitative Analyse liegt nicht vor. Ohlfest
et al. (2002) empfehlen aufgrund der sehr unterschiedlichen Konzentrationen, die bei ein
und derselben Maissorte gemessen wurden, die Entwicklung von standardisierten Me-
thoden zur Probennahme, -aufarbeitung und Bestimmung der Cry-Proteingehalte im
Pollen.
6.1.7 Fraßversuche mit Cry-Proteinen
Die Durchführung von Fraßversuchen mit Pollen ist eine recht aufwändige Methode, da
zunächst Maispflanzen zur Pollenproduktion angezogen werden müssen. In der Regel
muss der Pollen gelagert werden, was möglicherweise die Bioaktivität der Cry-Proteine
beeinflusst oder zu einer Abnahme des Cry-Proteingehalts im Pollen führt (siehe Kap.
6.1.6). Hinzu kommt, dass bei Anzucht der Pflanzen im Gewächshaus oftmals die Cry-
Proteingehalte nicht denen von Freilandpflanzen entsprechen.
Als mögliche Alternative zu Fütterungsversuchen mit Pollen wurden Lösungen reiner
Cry-Proteine auf Blattscheiben verfüttert und die Ergebnisse mit denen der Pollenfraß-
versuche verglichen. Vorteil der Proteinmethode ist neben einer einfachen Handhabung
auch die Möglichkeit, verschiedene Kombinationen von Proteinen zu testen. Auf diese
Weise können mögliche additive, synergistische oder antagonistische Effekte von Protei-
nen aus stacked Maissorten untersucht werden. Zur Beurteilung von Schäden durch den
Pollen solcher Maissorten ist ein Testen einzelner Proteine jedoch nicht notwendig, da
diese im Pollen kombiniert vorliegen.
In der Literatur finden sich nur wenige Studien, in denen reine Cry-Proteine in Fraß-
versuchen mit Nichtziel-Schmetterlingen verwendet wurden. Hellmich et al. (2001) führ-
ten Fütterungsstudien mit D. plexippus und verschiedenen Cry-Proteinen durch. Es zeig-
ten sich bei verschiedenen Proteinen Effekte auf L1-Larven, z.B. verlangsamtes Wachs-
tum und erhöhte Mortalität. Ein Vergleich der Ergebnisse mit denen der zusätzlich
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durchgeführten Fraßversuche mit Maispollen kann nicht gezogen werden, da die Cry-
Proteingehalte im Pollen nicht bestimmt wurden.
Wu et al. (2009) führten Versuche mit Diatraea saccharalis und verschiedenen Cry-
Proteinen durch, u.a. mit den in MON89034 exprimierten Proteinen Cry1A.105 und
Cry2Ab2. Allgemein wies Cry2Ab2 eine weitaus geringere Wirksamkeit als Cry1A.105
auf. Direkte Vergleiche der Ergebnisse mit Daten aus Pollenfütterungen können auch hier
nicht gezogen werden, da in dieser Studie keine Fraßversuche mit Pollen durchgeführt
wurden. Eine Extrapolation der Ergebnisse wäre jedoch auf Basis von Literaturdaten
zu Cry-Proteingehalten im Pollen grundsätzlich möglich.
Die Proteinfütterungen mit A. urticae lieferten im Vergleich zu den Pollenfütterungen
mit entsprechender Pollendosis (1000 Pollenkörner) ähnliche Ergebnisse in Bezug auf
die Fraßaktivität, Gewichtszunahme und Entwicklungsgeschwindigkeit. Hinsichtlich der
Mortalität trat jedoch in den Proteinversuchen im Gegensatz zu den Fraßversuchen mit
1000 Pollenkörnern keine signifikant erhöhte Sterblichkeit auf. Um die Protein-Methode
als Alternative zu Fraßversuchen mit Pollen abschließend bewerten zu können und die
abweichenden Ergebnisse hinsichtlich der Mortalität zu überprüfen, wäre die Datenbasis
durch weitere Versuche mit Proteinen zu erhöhen. Eine einfachere Durchführbarkeit der
Protein-Methode im Vergleich zur Pollen-Methode konnte aber bestätigt werden.
6.2 Erfassung der Pollendeposition
In Anlehnung an die von Saeglitz (unveröffentlichte Daten) etablierte Methode zur Pol-
lenerfassung mittels künstlicher Fallen und einer dreimal täglichen Probenahme wurde
im ersten Jahr der Maispollenflug im Tagesverlauf erfasst. Morgens war die Pollenschüt-
tung am größten, nachmittags wurde deutlich weniger und nachts kaum Pollen geschüt-
tet. Diese Beobachtungen decken sich mit den Angaben in der Literatur (Ogden et al.
1969, Jarosz et al. 2005, van Hout et al. 2008). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in
den Folgejahren nur noch einmal täglich Proben genommen, nachdem die Hauptmenge
des Pollens geschüttet war.
Die Pollendeckung auf den künstlichen Fallen und den Brennnesselblättern nahm
mit zunehmender Entfernung zum Feldrand deutlich ab. Auf den Brennnesselblättern
wurden maximal 212 Pollen/cm2 unmittelbar am Feldrand gezählt. Im Durchschnitt
lagen hier unabhängig von der Himmelsrichtung 9 (2008), 30 (2009) bzw. 34 (2010)
Pollen/cm2 auf den Brennnesselblättern. In 5m Entfernung betrug die maximal erfasste
Pollendichte 22 Pollen/cm2, im Mittel lag sie hier bei 1 (2008, 2010) bzw. 3 (2009)
Pollen/cm2.
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Eine ähnlich große Abnahme der Pollendeckung war auch auf den Pollenfallen festzu-
stellen. Die geringe Flugweite trotz z.T. hoher Windgeschwindigkeiten von bis zu 9,4m/s
beruht auf der Größe der Maispollenkörner, die mit 90-100 µm Durchmesser deutlich grö-
ßer sind als Pollenkörner anderer Pflanzenarten (Raynor et al. 1972, Aylor et al. 2003)
und daher deutlich weniger weit fliegen (Raynor et al. 1972).
Eine rasche Abnahme der Pollendepositionsrate mit zunehmender Entfernung zum
Feldrand, sowohl auf künstlichen Pollenfallen als auch auf Blättern verschiedener Schmet-
terlingswirtspflanzen, bestätigen verschiedene Studien. Nach Eastham & Sweet (2002)
wird 98% des Pollens in einem Radius von 25-50m um ein Maisfeld abgelagert. Bereits
innerhalb der ersten 5-10m war mit zunehmender Entfernung zum Feldrand eine rapide
Abnahme der Pollendichte zu verzeichnen (Raynor et al. 1972, Jesse & Obrycki 2000,
Wraight et al. 2000, Pleasants et al. 2001, Stanley-Horn et al. 2001, Zangerl et al. 2001,
Jarosz et al. 2003, Lang et al. 2004, Felke & Langenbruch 2005, Li et al. 2005, Dupont et
al. 2006, Vogler et al. 2009). So lagen in 0-0,5m zum Feldrand auf Blättern von Ascle-
pias syriaca, der Wirtspflanze von D. plexippus, und Pastinaca sativa, der Wirtspflanze
von P. polyxenes, durchschnittlich 210-320 Pollen/cm2 (Wraight et al. 2000, Pleasants
et al. 2001, Zangerl et al. 2001). In 4-5m betrug die Pollendichte im Mittel nur noch 8
Pollen/cm2 auf Blättern von A. syriaca (Pleasants et al. 2001).
In weiteren Entfernungen zum Feldrand sind in der Regel nur noch sehr geringe Pol-
lenmengen zu finden. Nach Raynor et al. (1972) lag auf künstlichen Fallen in 60m
Entfernung zum Maisfeld nur noch durchschnittlich 0,2% der Pollenmenge, die in 1m
zum Feldrand abgelagert wurde. In 200m Entfernung fanden Darvas et al. (2004) noch
1 Pollenkorn/cm2 auf künstlichen Pollenfallen.
Die Pollenverbreitung wird durch die Windgeschwindigkeit (Ogden et al. 1969, van
Hout et al. 2008) und die Windrichtung (Pleasants et al. 2001, Li et al. 2005) beeinflusst.
Geringe Pollendepositionsraten können z.B. auf eine Abnahme der Windgeschwindigkeit
zurückzuführen sein (van Hout et al. 2008). Im Zeitraum mit den höchsten Windge-
schwindigkeiten von bis zu 9,4m/s wurden maximal 159 Pollen/cm2 auf den Pollenfallen
am Feldrand abgelagert, in 10m Entfernung lagen nur noch 4 Pollen/cm2 auf den Fallen.
Auch Vogler et al. (2009) stellten trotz hoher Windgeschwindigkeiten in 8m Entfernung
zum Feldrand nicht mehr als 15 Pollen/cm2 auf künstlichen Pollenfallen fest.
In der Hauptwindrichtung können auf Pollenfallen mitunter doppelt so hohe Pollen-
dichten gefunden werden wie auf der windabgewandten Seite des Maisfeldes (Li et al.
2005). Pleasants et al. (2001) stellten eine mehr als 50-fache Pollendeckung in Wind-
richtung im Vergleich zur windabgewandten Seite auf A. syriaca-Blättern fest. Auch auf
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den Brennnesselblättern und den Pollenfallen lagen in der Hauptwindrichtung weitaus
höhere Pollenmengen als an der windabgewandten Seite des Versuchsfeldes.
6.2.1 Vergleich der künstlichen Pollenfallen mit Pflanzenblättern
Künstliche Pollenfallen sind in der Regel mit einem klebrigen Film überzogen, auf dem
der Pollen haften bleibt. Da der Pollen künstlich festgehalten wird, sind die Pollenmen-
gen im Vergleich zu denen auf Pflanzenblättern viel größer. Dies konnte in allen drei
Jahren beobachtet werden. Es konnte allerdings keine Korrelation zwischen der Anzahl
der Pollenkörner auf der Oberfläche der Fallen und der an gleicher Position stehenden
Brennnesseln ermittelt werden.
Auf Blättern von D. carota und A. syriaca blieben im Vergleich zu künstlichen Fallen
nur rund 32% bzw. 40% des Pollens liegen (Pleasants et al. 2001, Lang et al. 2004).
Da die Pflanzenblätter keine klebrige Oberfläche aufweisen, können die Pollenkörner
herunter rollen. Außerdem bewegen sich die Blätter imWind, so dass der Pollen entweder
durch die Bewegung herunter fällt oder von den Blättern geweht wird (Aylor & Parlange
1975). So fanden sich im Zeitraum mit den größten Windgeschwindigkeiten nur maximal
14 Pollen/cm2 auf den Brennnesselblättern unmittelbar am Feldrand, ab 5m Entfernung
zum Feldrand lag kein Pollen mehr auf den Blättern.
Abb. 6.1: Halbseitig aus-
getrocknetes Gel (oben)
und Gel mit Spuren von
Vogelfraß (unten)
Bei Regen können bis zu 86% des Pollens von den Blät-
tern abgewaschen werden (Pleasants et al. 2001, Stanley-
Horn et al. 2001, Zangerl et al. 2001, Li et al. 2005). Ein
Akkumulieren von Pollen über die Zeit bei Ausbleiben von
Regen und starkem Wind (Lang et al. 2004) konnte auf
den Brennnesselblättern nicht beobachtet werden. Mögli-
cherweise reichen schon geringe Bewegungen der Blätter bei
leichtem Wind aus, damit der Pollen herunter rollt.
Aufgrund der großen Differenzen der Pollendeckung zwi-
schen künstlichen Fallen und Blättern verschiedener Pflan-
zenarten ist die Verwendung von künstlichen Systemen zur
Abschätzung der Exposition ungeeignet. Die Pollenfallen
mit Agarosegel weisen zudem weitere Nachteile auf: Die Fal-
len sind nach Regenfällen nicht auswertbar, da sich in den
Schalen Wasser sammelt und der Pollen weggeschwemmt
wird. Bei starker Sonneneinstrahlung trocknen die Gele schnell aus, was ein Auszählen
der Pollen erschwert, da der Pollen leicht vom getrockneten Gel herunterrollt. Außerdem
picken häufig Vögel auf den Gelen herum und verschmutzen sie dabei, so dass ein Aus-
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zählen der Pollen erschwert wird. Mitunter werden die Gele durch Vögel sogar zerstört
(Abb. 6.1).
Die im Sommer 2010 zusätzlich eingesetzten Technischen Pollensammler (Sigma-2)
wiesen im Durchschnitt ähnliche Pollenmengen auf wie die Brennnesselblätter. Aller-
dings war die Datenbasis sehr gering, da nur drei Geräte zur Verfügung standen. Au-
ßerdem waren die Sigma-2-Sammler nur in einer Himmelsrichtung und Entfernung zum
Feldrand positioniert und wurden nach einer Woche Expositionszeit ausgezählt, während
die Brennnesseln täglich beprobt wurden.
Untersuchungen mit Sigma-2-Sammlern zur Pollendeposition liegen umfassend vor
(Hofmann et al. 2005, Hofmann 2007, Hofmann et al. 2010), jedoch fehlen direkte Ver-
gleichsdaten zu den Pollendeckungen auf verschiedenenWirtspflanzen. Trotzdem wurden
die Technischen Pollensammler für den Einsatz im GVO-Pollenmonitoring vorgeschla-
gen (Hofmann et al. 2005, Beismann & Kuhlmann 2006). Um abschließend beurteilen
zu können, ob Sigma-2-Sammler zur Abschätzung der Exposition von Larven gegenüber
Maispollen geeignet sind, müssten weitere Versuche erfolgen, in denen die Pollendichten
in Sigma-2-Sammlern mit denen auf Wirtspflanzen direkt verglichen werden.
Zur Beurteilung der Exposition liefert nur das Auszählen von Pollen auf Blättern
der Wirtspflanzen realistische Daten. Die Pollendichten auf verschiedenen Pflanzenar-
ten können aufgrund deren Phänotyps recht unterschiedlich sein. So wiesen die Blätter
von U. dioica, D. carota, A. syriaca und P. sativa sehr unterschiedliche Pollenmengen
auf, was durch die Oberflächenstruktur, Form und Größe der Blätter bedingt sein kann
(vgl. Wraight et al. 2000, Pleasants et al. 2001, Zangerl et al. 2001, Lang et al. 2004). So
vermuten Pleasants et al. (2001), dass Pollen auf Blättern von A. syriaca nicht gut haften
bleibt, da diese nur wenige Haare aufweisen. Demnach müssten auf U. dioica-Blättern
wegen der zahlreichen Brennhaare Pollen gut haften bleiben (Felke & Langenbruch 2003,
2005, Hofmann et al. 2011). Jedoch konnte beim Auszählen der Pollen unter dem Bin-
okular ein Haften des Pollens an den Brennhaaren nicht bestätigt werden. Insbesondere
auf der Blattunterseite, die neben Brennhaaren noch die Blattadern als hervorstehen-
de Strukturen aufweist, an denen der Pollen nach Hofmann et al. (2011) akkumulieren
kann, lagen nur vereinzelt Pollenkörner.
Der meiste Pollen befand sich auf den Blattadern der U. dioica-Blätter, v.a. auf der
Mittelrippe, und nur ein Bruchteil auf der Blattspreite. Gleiche Beobachtungen machten
Pleasants et al. (2001) und Zangerl et al. (2001) auf A. syriaca-Blättern. Beim Auszählen
der Pollen auf den Brennnesselblättern wurde das gesamte Blatt ohne Unterscheidung
von Blattspreite und Mittelrippe abgesucht und die durchschnittliche Pollendeckung pro
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Quadratzentimeter berechnet. Die Mittelwerte überrepräsentieren also die tatsächlichen
Pollenmengen auf der Blattspreite.
Abb. 6.2: Brennnesselblatt
nach Larvenfraß (oben) und
Maispollen auf der Mittel-
rippe (unten)
A. urticae- und I. io-Larven fressen in erster Linie die
Blattspreite, während Mittelrippe und Blattadern stehen
gelassen werden (Abb. 6.2). Auch D. plexippus-Larven ver-
meiden beim Fraß die Mittelrippe (Pleasants et al. 2001).
Die Larven nehmen also den Pollen auf den Blattrippen
beim Fraß nicht auf, und die tatsächlich aufgenommene Pol-
lenmenge pro Fraßfläche dürfte geringer sein als die über das
gesamte Blatt gemittelte Pollendichte. Zur Abschätzung der
Pollenmengen, denen die Larven aufgrund ihres Fressverhal-
tens tatsächlich ausgesetzt sind, müsste die Blattspreite se-
parat ausgezählt werden. Auf diese Methode wurde jedoch
verzichtet, da gezielt ein worst-case Fraßszenario simuliert
werden sollte.
Auch die Höhe der Pflanzen, die Ausrichtung der Blätter
und die Position der Blätter an der Pflanze kann die Pollen-
dichte auf den Blättern beeinflussen. So fanden Pleasants
et al. (2001) auf A. syriaca-Blättern aus mittlerer Pflanzenhöhe meist die größte Pol-
lendeckung im Vergleich zu Blättern aus dem unteren und oberen Bereich der Pflanze,
während Jesse & Obrycki (2000) sehr unterschiedliche Ergebnisse erhielten. Li et al.
(2005) konnten keine Unterschiede in der Pollendeckung auf künstlichen Pollenfallen
finden, die in verschiedenen Höhen aufgestellt waren. Möglicherweise sind niedrige Pol-
lendichten auf den unteren Blättern darauf zurückzuführen, dass die darüber liegenden
Blätter den Pollen abhalten (Pleasants et al. 2001).
6.2.2 Pollenmengen unterschiedlicher Maissorten
Die Pollendichten im Umfeld der Maisfelder können in Abhängigkeit von der angebauten
Sorte variieren (Vogler et al. 2009), dies muss jedoch nicht bei allen Sorten der Fall
sein. Auch bei verschiedenen Sorten können die Pollendichten auf Blättern ähnlich sein
(Dively et al. 2004). Nach Stanley-Horn et al. (2001) liegen keine Unterschiede in der
Pollendichte auf Blättern zwischen Bt-Mais und der isogenen Sorte vor. Nach Paterniani
& Stort (1974) werden pro Maispflanze 4,5-25Mio. Pollenkörner produziert, was auf
eine sehr große Variabilität allein zwischen einzelnen Pflanzen hindeutet. Vergleichende
Untersuchungen zu Pollendepositionsraten um Maisfelder in Relation zur produzierten
Pollenmasse liegen bisher nicht vor.
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6.3 Ökologische Kartierungen
Die Kartierungen zur Erfassung der räumlichen Verteilung von Schmetterlingspopula-
tionen im Agrarraum und zur Einschätzung der Exposition auf regionaler Ebene haben
in den drei Jahren recht unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der verschiedenen Er-
fassungsparameter geliefert. Die Unterschiede zwischen den beiden Regionen bezüglich
der Maisanbauintensität und der Struktur und Charakteristik der Agrarlandschaft wa-
ren ausschlaggebende Kriterien bei der Auswahl der Gebiete und daher erwünscht. Auch
in Bezug auf die Brennnesselstandorte und Schmetterlingsnester zeigten sich große Dif-
ferenzen zwischen den Gebieten.
Die Region Weseke zeichnete sich im Vergleich zur Region Schwarzenau durch eine
weitaus höhere Anzahl an Brennnesselstandorten aus. Die durchschnittliche Größe der
Standorte sowie die durchschnittliche Anzahl an Pflanzen pro Standort lag in Weseke
2008 und 2010 deutlich über der in Schwarzenau. 2009 konnten kaum Unterschiede
festgestellt werden. Auffällig waren die niedrigen Brennnesseldichten in beiden Gebieten
im Juli 2010.
6.3.1 Einflüsse der Witterung auf Brennnesseln und Entwicklung der Larven
Zum Einfluss der Witterung auf Brennnesselpflanzen und die Entwicklung der Larven
liegen durch Pollard et al. (1997) umfangreiche Informationen vor: So wird die Beschaf-
fenheit der Brennnesselpflanzen im Juli und August maßgeblich durch die Menge der
Niederschläge im Frühjahr bestimmt. Frische Brennnesseln in Folge hoher Niederschläge
sind für die Entwicklung der Larven von besserer Qualität als trockene, alte Pflanzen.
Hohe Niederschläge im Frühjahr können sich somit positiv auf den Fortpflanzungserfolg
der Sommergeneration auswirken.
Standorte, die überwiegend frische Brennnesseln aufweisen und zudem sonnig liegen,
gelten als bevorzugte Standorte für die Eiablage (Pyörnilä 1976a, Pollard et al. 1997,
Bellmann 2009). In beiden Gebieten entsprachen nur 7-15% aller Standorte diesen Krite-
rien (Idealstandorte). Für die Wahl als Eiablageort sind die Eigenschaften der Standorte
scheinbar nur bedingt entscheidend, denn in beiden Gebieten entwickelten sich nur eini-
ge Nester an Idealstandorten. Da die Erfassung der Standorte und Nester in der Regel
nach der Eiablage erfolgte (nur vereinzelt wurden Falter beim Ablegen der Eier beobach-
tet), können keine Aussagen über die Eigenschaften des Standorts zur Zeit der Eiablage
gemacht werden. Möglicherweise entsprachen auch Standorte, die während der Kartie-
rung nicht als Idealstandort eingestuft wurden, zur Zeit der Eiablage den Kriterien eines
Idealstandorts.
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Eine visuelle Korrelation zwischen den Niederschlagsmengen im Mai und Juni, den
Pflanzendichten im Juli sowie der Anzahl an Nestern konnte in beiden Untersuchungs-
gebieten teilweise beobachtet werden.
Im Jahre 2009 waren sowohl die Niederschlagsmengen im Mai und Juni insgesamt als
auch die durchschnittliche Brennnesseldichte pro Standort in beiden Gebieten ähnlich.
Insgesamt wurden in diesem Sommer die meisten Nester gefunden. Möglicherweise ist
dies auf einen guten Zustand der Brennnesselbestände infolge der durchschnittlichen
Niederschlagsmengen im Frühjahr zurückzuführen.
Im Jahre 2010 wies der Monat Juni sehr geringe Niederschläge auf. Infolge dessen
wurden in beiden Gebieten weitaus weniger Pflanzen kartiert als in den Vorjahren. Die
meisten Brennnesseln waren bereits überständig, alt und so stark vertrocknet, dass sie
aus dem Kartierungsmuster herausfielen.
Die geringere Anzahl an Nestern in diesem Jahr ist möglicherweise auf die niedrige
Brennnesseldichte zurückzuführen. In Ermangelung an frischen Brennnesseln sind die
Falter gezwungen, ihre Gelege an alten Pflanzen abzulegen, die die Entwicklung der
Larven erschweren oder gar unmöglich machen, wie für das Gelege zu vermuten ist, das
ein Falter im Juli 2010 in Schwarzenau an einer alten, nahezu kahlen Brennnessel ablegte
(Abb. 6.3).
Abb. 6.3: Tagpfauenauge bei
der Eiablage an einer alten
Brennnessel
Im Jahr 2008 konnte keine Korrelation zwischen Brenn-
nesseldichte und Anzahl der Nester festgestellt werden.
Im Juli war die Brennnesseldichte pro Standort in beiden
Gebieten höher als in den Folgejahren, trotzdem wurden
keine Nester gefunden. Die etwas geringere Pflanzendichte
in Schwarzenau im Vergleich zu Weseke ist möglicherweise
auf einen überaus trockenen Mai in Schwarzenau (5,5mm
Niederschlag, langjähriger Mittelwert: 51,9mm) zurück-
zuführen.
Ein Ausbleiben einer zweiten Generation kann mitun-
ter in einer spät erfolgenden ersten Generation begründet
liegen (Dennis 1985b): Bei kühler Witterung im Frühjahr
entwickelt sich die erste Generation langsamer und spä-
ter (Dennis 1985b). Da mit zunehmender Temperatur die
Entwicklung schneller verläuft (Bryant et al. 1997), steigt
bei höheren Temperaturen die Wahrscheinlichkeit, mehrere Generationen erfolgreich zu
produzieren (Pullin 1986b).
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Die Temperaturen im Frühjahr 2008 waren in Weseke und Schwarzenau jedoch nicht
ungewöhnlich, so dass eine verzögerte Entwicklung der ersten Generation nicht als Ur-
sache für das Ausbleiben der zweiten Generation in Frage kommt. Einzige Auffälligkeit
waren höhere Niederschlagsmengen im April im Vergleich zu den Folgejahren. Da die
Falter von A. urticae nur bei sonnigem Wetter und Temperaturen über 14-15 °C ihre vol-
le Flugaktivität erreichen (Roer 1968) (vermutlich trifft dies auch für I. io zu), können
sie sich in Regenperioden weder paaren noch ihre Eier ablegen. Somit könnten häufige
Niederschläge zu einer zeitlichen Verschiebung der Fortpflanzungsperiode geführt haben.
Gathmann et al. (2006a) geben als mögliche Ursache für den Mangel einer zweiten
Generation von A. urticae einen heißen und trockenen Sommer des Vorjahres an. Diese
Möglichkeit kann hier jedoch ausgeschlossen werden, da es im Sommer 2007 weder be-
sonders heiß noch trocken war. Auffällig waren hingegen die überdurchschnittlich hohen
Niederschlagsmengen von Mai bis September 2007 in beiden Regionen. Diese könnten
das Fliegen der Falter verhindert haben (s.o.), so dass eine zweite Generation im Som-
mer 2007 nur partiell auftrat, was wiederum geringe Abundanzen im Folgejahr nach
sich gezogen haben könnte. Viele Fragen zur Phänologie der beiden Arten sind bisher
offen (Roer 1965, Ebert & Rennwald 1991), so fehlen auch Informationen zu möglichen
Effekten eines nassen Sommers auf die Generationenfolge von A. urticae und I. io.
6.3.2 Einfluss der landwirtschaftlichen Bewirtschaftung
Die beiden Untersuchungsregionen unterschieden sich hinsichtlich der Bewirtschaftung
und Landschaftscharakteristik. Die Region Weseke zeichnet sich durch eine intensive-
re Bewirtschaftung aus, die sich u.a. in großen Feldern und einer geringen Bandbreite
an Feldfrüchten widerspiegelt. Das Gebiet ist geprägt durch hohen Viehbesatz (Rinder,
Schweine) (> 2,0 Gesamtviehdichte je Hektar, DMK 2007b), der die hohe Maisanbauin-
tensität zur Futtermittelproduktion begründet. Neben Maisfeldern liegen viele Viehwei-
den (Wiesen) im Untersuchungsgebiet. Diese Art der Landnutzung ist in der Regel mit
intensiver Düngung verbunden, welche sich auch auf die Vegetation der Feldrandstreifen
auswirkt.
In Schwarzenau ist die Bewirtschaftung deutlich extensiver. Dies spiegelt sich nicht
nur in kleineren Feldern und einer Vielzahl verschiedener Feldfrüchte wider, sondern
auch im Vorhandensein mehrerer Brachen. Einige Brachflächen waren gezielt zur För-
derung der Biodiversität angelegt worden. Die Feldrandstreifen in Schwarzenau wiesen
eine deutlich größere Vielfalt an Wildblumen und -kräutern auf als die Randstreifen in
Weseke. Während der Kartierungen konnten in Schwarzenau eine Reihe verschiedener
Tagfalter beobachtet werden, die die Blüten der Wildkräuter in Brachen und Rand-
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streifen als Nektarquelle anflogen. In Weseke wurden weit weniger Schmetterlingsarten
beobachtet.
Das Vorhandensein von Nektarpflanzen korreliert positiv mit der Häufigkeit bestimm-
ter Schmetterlingsarten, u.a. mit der Anzahl an I. io-Faltern (Saarinen 2002). Das Tag-
pfauenauge bevorzugt eine eher extensiv bewirtschaftete Agrarlandschaft, da hier die
Diversität der Vegetation größer ist als in intensiv bewirtschafteten Landschaften (Saa-
rinen 2002). So wurden in Schwarzenau mehr I. io-Nester gefunden als in Weseke.
Der Kleine Fuchs zeigt hingegen keine Korrelationen zum Vorhandensein von Nektar-
pflanzen (Saarinen 2002). Von allen Schmetterlingsarten, die Saarinen (2002) beobach-
tete, zeigte ausschließlich A. urticae eine signifikante Bevorzugung intensiv bewirtschaf-
teter Habitate. Analog dazu wurden in Weseke mehr Nester von A. urticae gefunden
als in Schwarzenau und als I. io-Nester. Möglicherweise steht die Bevorzugung intensiv
bewirtschafteter Landschaften in Zusammenhang mit einer höheren Anzahl an Brenn-
nesselstandorten infolge intensiverer Düngung der Felder, welche den Nährstoffeintrag
in die Feldrandstreifen erhöht.
Indirekt Einfluss auf die Entwicklung der Schmetterlingslarven und die Fortpflanzung
von A. urticae und I. io hat die Mahd der Randstreifen, da sie sich auf die Qualität
der Brennnesselbestände als Nahrungspflanze der Larven auswirkt. Sowohl bei inten-
siver als auch bei extensiver Bewirtschaftung werden die Feldrandstreifen gelegentlich
gemäht. Pflanzen, die nach einem Rückschnitt neu austreiben, haben beste Qualitäten
für die Entwicklung der Larven (Pullin 1986a, 1987). So legen A. urticae-Falter signi-
fikant mehr Gelege auf frisch nachgewachsenen Brennnesseln ab als auf alten Pflanzen
(Dennis 1985a). Neben einem höheren Wassergehalt weisen frisch ausgetriebene Brenn-
nesseln deutlich höhere Stickstoffgehalte auf als alte Pflanzen (Pullin 1986a, 1987). A.
urticae- und I. io-Larven entwickeln sich auf solchen frisch nachgewachsenen Pflanzen
signifikant schneller und erreichen ein signifikant höheres Endgewicht als Larven, die
sich auf alten Brennnesseln entwickeln (Pullin 1986a, 1987).
Eine schnellere Entwicklung hat für die Fortpflanzung mehrere Vorteile: Zum einen
sind die Larven eine kürzere Zeit möglichen Feinden ausgesetzt (Price et al. 1980), zum
anderen ist die Wahrscheinlichkeit größer, aufgrund der Zeitersparnis mehrere Genera-
tionen im Jahr erfolgreich zu produzieren (Pullin 1986a, b, 1987).
Dennis (1985a) fand auf gemähten und frisch nachgewachsenen Brennnesseln signifi-
kant mehr A. urticae-Nester als auf ungemähten Brennnesseln. Einen positiven Effekt
der Mahd auf A. urticae konnte auch de Vries (2006) nachweisen.
Neben positiven Effekten infolge der Mahd können durch das Mähen der Randstreifen
auch Nester vollständig vernichtet werden, wenn es zu einer zeitlichen Überlappung von
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Mähen und Larvenentwicklung kommt (Weidemann 1983, Ebert & Rennwald 1991).
Untersuchungen in einem Gebiet in Aachen haben gezeigt, dass durch das Mähen der
Randstreifen rund 8% der Nester (21% inclusive Puppen) einer Jahrespopulation von
A. urticae vernichtet werden können (Müller & Schuppener, unveröffentlichte Daten).
Jedoch konnte nach der Mahd auch eine deutliche Zunahme an Nestern beobachtet
werden.
Oberhauser et al. (2001) konnten am Beispiel von D. plexippus zeigen, dass land-
wirtschaftliche Eingriffe in die Larvenhabitate wie Mahd, aber auch der Einsatz von
Insektiziden und Herbiziden, mitunter große Einflüsse auf die Population haben kann.
6.4 Risikobewertung
Für verschiedene Nichtziel-Schmetterlingsarten wurde eine Risikobewertung in Bezug
auf verschiedene gv-Maislinien durchgeführt. Für die untersuchten Arten (D. plexippus,
E. egle, P. polyxenes, A. pernyi, P. maha) konnte ein Umweltrisiko auf Populationsebene
als vernachlässigbar eingestuft werden (Wraight et al. 2000, Hellmich et al. 2001, Jesse
& Obrycki 2002, Sears et al. 2001, Stanley-Horn 2001, Dively et al. 2004, Anderson et al.
2005, Li et al. 2005, Mattila et al. 2005, Wolt et al. 2005). Lediglich für Bt176 wurde ein
gewisses Risiko für Nichtziel-Schmetterlinge beschrieben (Sears et al. 2001, Zangerl et
al. 2001, Dively et al. 2004). Dieses Maisevent ist aufgrund möglicher Risiken inzwischen
nicht mehr für den Anbau zugelassen.
Um das Umweltrisiko von A. urticae und I. io durch MON89034 xMON88017 ein-
schätzen zu können, müssen die Ergebnisse der Fraßversuche zu Schadeffekten und die
Ergebnisse zur Exposition zusammengeführt werden. Das Übertragen von Labordaten
auf das Freiland ist für Nichtzielorganismen zwar generell nur eingeschränkt möglich
(Bartsch & Schuphan 2002), bei Nichtziel-Schmetterlingen jedoch scheinen Daten aus
Laborversuchen mit solchen aus Feldversuchen vergleichbar zu sein (Duan et al. 2010).
Bei A. urticae zeigten die Fraßversuche erste sublethale Effekte ab einer einmaligen
Pollendosis von 200 Pollen/cm2, einer Dosis, die nur unmittelbar am Feldrand auf Brenn-
nesselblättern nachgewiesen werden konnte (Max.=212 Pollen/cm2). Bei I. io konnten
bei dieser Dosis keine Effekte durch Bt-Maispollen beobachtet werden, was den Schluss
nahe legt, dass I. io toleranter gegenüber den Cry-Proteinen in MON89034 xMON88017
ist. Aufgrund der geringen Datenbasis für das Tagpfauenauge sind Aussagen zur Sus-
zeptibilität der Art jedoch mit Unsicherheiten behaftet.
Die ersten nachweisbaren Effekte traten in Form einer verminderten Fraßaktivität auf.
Da unter den Versuchsbedingungen im Labor keine Ausweichmöglichkeit auf pollenfreie
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Bereiche der Nahrungspflanze bestand, wie sie möglicherweise unter natürlichen Bedin-
gungen gegeben wäre, ist ein Übertragen dieser Ergebnisse auf die Situation im Feld
nicht uneingeschränkt möglich.
Erhöhte Mortalitätsraten, die zu einem Ausfall der Nester führen können, wurden
im Fraßversuch erst bei Pollendosen beobachtet, die im Freiland auf Brennnesselpflan-
zen nicht anzutreffen waren. Die errechnete LD50 von 525 Pollen/cm2 war ebenfalls
auf Brennnesseln im Freiland nicht nachzuweisen. Solch hohe Pollenmengen konnten
auf verschiedenen Wirtspflanzen nur im Maisfeld nachgewiesen werden (Pleasants et al.
2001, Dively et al. 2004, Lang et al. 2004, Gathmann et al. 2006b). Da U. dioica jedoch
innerhalb von Maisfeldern nicht in ausreichender Dichte vorkommt (eigene Beobachtun-
gen), um als Eiablageort in Frage zu kommen, sind die Larven von A. urticae und I. io
gegenüber hohen Pollendosen im Maisfeld nicht exponiert.
Auch die errechnete LD10 von 416 Pollen/cm2 konnte auf Brennnesselblättern nicht
nachgewiesen werden und ist etwa doppelt so hoch wie die maximal am Feldrand gefun-
dene Pollendeckung auf Brennnesseln. Selbst die untere Grenze der LD10 liegt mit 248
Pollen/cm2 über der maximalen Pollendeckung am Feldrand. Das Risiko einer erhöhten
Mortalität durch Pollen von MON89034 xMON88017 kann daher als vernachlässigbar
eingeschätzt werden.
Unter Einbeziehung der möglichen Cry-Proteingehalte im Pollen, die laut Hersteller-
angaben weit höher liegen können als im Versuchspollen, könnte möglicherweise schon
bei niedrigeren Dosen als 200 Pollen/cm2 mit Effekten gerechnet werden. Da die durch-
schnittliche Pollendichte am Feldrand jedoch nur zwischen 9 und 34 Pollen/cm2 lag und
die errechneten Pollenmengen pro Quadratzentimeter Blattfläche die tatsächliche Pol-
lendichte auf der Blattspreite überrepräsentiert, welche vorwiegend als Nahrung dient,
dürften auch bei höheren Cry-Proteingehalten im Pollen keine verstärkten Effekte zu
erwarten sein.
Eine räumliche Exposition der Larven gegenüber Maispollen auf ihren Wirtspflanzen
konnte durch die Kartierungen bestätigt werden. Der Anteil der Nester, der sich in Nah-
distanzen zu Maisfeldern entwickelte, in denen mit einer effektauslösenden Pollendosis
gerechnet werden konnte, war in den beiden Agrarlandschaften sehr unterschiedlich und
reichte von 0-67%. In Weseke befanden sich aufgrund der hohen Maisanbaudichte im
Durchschnitt weitaus mehr Brennnesselstandorte in 0-5m Entfernung zu Maisfeldern
als in Schwarzenau. Analog dazu war der Anteil exponierter Nester in Weseke weitaus
größer.
Nicht alle Nester, die sich in geringen Distanzen zu Maisfeldern entwickeln, sind glei-
chermaßen gegenüber Maispollen exponiert, da neben der Entfernung zum Feldrand auch
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die vorherrschende Windrichtung von Bedeutung ist. Nester auf der windabgewandten
Seite des Maisfeldes sind geringeren Pollenmengen ausgesetzt als Nester in Windrichtung
zum Feld.
Die Wahrscheinlichkeit, dass Larven in der Nähe von Maisfeldern vorkommen und
größeren Pollenmengen ausgesetzt sind, steigt mit zunehmender Maisanbaudichte. Der
über die drei Untersuchungsjahre kumulierte Anteil der Maisfelder an der Gesamtfläche
betrug in Weseke 80%, in Schwarzenau nur 32%. Damit sind Populationen in Gebieten
mit hoher Maisanbauintensität über die Zeit mit deutlich größerer Wahrscheinlichkeit
gegenüber Maispollen exponiert als Populationen in Gebieten mit wenig Maisanbau.
Insgesamt war der Kleine Fuchs aufgrund seiner Häufigkeit in der maisanbauinten-
siven Region Weseke stärker exponiert als das Tagpfauenauge, welches überwiegend in
der maisanbauschwachen Region Schwarzenau anzutreffen war. Der Anteil der A. urti-
cae-Nester, der gegenüber höheren Maispollendosen exponiert ist, erscheint mit bis zu
60% in Weseke relativ groß. Zu dieser räumlichen Exposition kommt eine sehr geringe
zeitliche Exposition hinzu, welche sich im Anteil der exponierten Nester im Verhältnis
zur Jahrespopulation ausdrückt. Untersuchungen in einem landwirtschaftlichen Gebiet
im Raum Aachen zeigten z.B., dass sich nur rund 19% der Nester einer Jahrespopulation
des Kleinen Fuchses zur Zeit der Maisblüte entwickelte, unabhängig von der Entfernung
zu Maisfeldern (Müller & Schuppener, unveröffentlichte Daten).
Eine Einordnung des exponierten Anteils an I. io-Nestern in Weseke ist aufgrund
der wenigen Nachweise schwierig. Hinweise darauf, dass nur ein geringer Anteil der I.
io-Population gegenüber Maispollen exponiert ist, geben die Daten zur zeitlichen Ent-
wicklung einer Jahrespopulation in Aachen (s.o.) (Müller & Schuppener, unveröffentlich-
te Daten). Hier entwickelten sich zur Zeit der Maisblüte keine Nester, während in der
gesamten Fortpflanzungsperiode 39 I. io-Nester gefunden wurden. Das Übertragen der
Populationsdaten von einem Gebiet auf ein anderes ist allerdings nicht uneingeschränkt
möglich, da sich Landschaften hinsichtlich verschiedener Faktoren unterscheiden können
(vgl. Luoto et al. 2002).
Unabhängig von Einflüssen durch Bt-Mais treten durch eine Reihe natürlicher Mor-
talitätsfaktoren Verluste von Nestern auf. Beide Arten sind zahlreichen natürlichen Ge-
fahren ausgesetzt, dazu gehören z.B. insektenfressende Vögel wie Haussperling (Passer
domesticus) oder Kuckuck (Cuculus canorus), die große Mengen von A. urticae-Larven
fressen können (Roer 1965). Auch Falter werden regelmäßig von Vögeln gefressen. Tag-
pfauenaugen weisen zwar mit ihren Augenflecken auf den Flügeln eine Warntracht auf
und zeigen durch knisternde Geräusche ein gewisses Abschreckverhalten (Roer 1965, Val-
lin et al. 2005), doch lassen sich nicht alle Vogelarten davon abschrecken. Roer (1965)
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nennt vor allem den Hausrotschwanz (Phoenicurus ochruros) als Fressfeind der I. io-
Falter.
Neben sonstigen Fressfeinden der Larven, wie das Grüne Heupferd (Tettigonia viri-
dissima), Schwebfliegenlarven (Syrphidae) und die Zweizähnige Dornwanze (Picromerus
bidens) (Roer 1965), sind Parasitoide die Hauptfeinde von A. urticae und I. io. Vor al-
lem Vertreter der Raupenfliegen (Tachinidae) wie Sturmia bella und Phryxe vulgaris
spielen eine große Rolle als Parasitoide der Larven (Bell 1944, Julliard 1948, Roer 1965,
Pyörnilä 1976b, Knill-Jones 2003). Je nach Art der Parasitoiden können die Larven be-
reits im L1-Stadium parasitiert werden, meist erfolgt die Parasitierung aber in späteren
Larvenstadien (Pyörnilä 1976b).
Des Weiteren treten verschiedene Schlupfwespen (Ichneumonidae), z.B. Phobocam-
be confusa (Hedwig 1950, Roer 1965) und Hyposoter horticola (Pyörnilä 1976c), und
Brackwespen (Braconidae) (Julliard 1948, Roer 1965) als Parasitoide der Larven auf.
Die Puppen werden von verschiedenen Raupenfliegen, Schlupfwespen und Erzwespen
(Chalcididae), z.B. Pteromalus puparum, parasitiert (Bell 1944, Julliard 1948, Roer 1965,
Pyörnilä 1977, Herold 1992, Knill-Jones 2003).
Die Verlustraten durch Parasitoide können sehr hoch sein. Bei A. urticae können
sie bis zur Entwicklung zum Falter zwischen 95% und 97% liegen (Bell 1944). Bis zur
Verpuppung sind mitunter bis zu rund 80% der Larven parasitiert (Bell 1944). Der Anteil
parasitierter Puppen kann nach Bell (1944), Julliard (1948) und Knill-Jones (2003)
zwischen 80% und 92% liegen.
Für I. io-Larven gibt Roer (1965) eine Parasitierungsrate von 22% durch Raupenflie-
gen an. Eigene Beobachtungen ergaben eine weitaus höhere Verlustrate von 77%.
Auch A. urticae-Nester aus dem Freiland wiesen oft Parasitoide auf: Ein Nest, das
im L2-Stadium der Larven gesammelt wurde, war zu 26% parasitiert. Viele Nester,
die während der Kartierungen zur sicheren Artbestimmung beprobt wurden, enthielten
parasitierte Larven. Eine Art der Parasitoiden konnte durch Dr. Klaus Horstmann (Uni-
versität Würzburg) als P. confusa bestimmt werden. Andere Parasitoide gehörten zur
Familie der Braconidae, die nicht bis zur Art bestimmt werden konnten. Weitere Para-
sitoide verpuppten sich, es schlüpften jedoch keine Imagines, so dass keine Bestimmung
der Art erfolgen konnte. Larven und Kokon weisen aber auf Tachiniden hin.
Nicht zuletzt treten bei Larven auch Krankheiten auf, die zum Tod der Tiere führen.
Dazu zählt die Polyederkrankheit, eine Viruserkrankung, die zum Absterben nahezu
ganzer Nester führen kann (Bergold 1943, Harrap & Robertson 1968).
Aber auch abiotische Faktoren wie das Wetter können zu Schwankungen in Popula-
tionen und zu großen Populationseinbrüchen führen (Dively et al. 2004, Aviron et al.
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2006). Populationen können sich jedoch von solchen Verlusten erholen (Dively et al.
2004). Insbesondere bei Arten wie A. urticae und I. io ermöglicht das Reproduzieren
über einen langen Zeitraum das Kompensieren eventueller Ausfälle von Nestern.
Im Vergleich zu Verlusten durch natürliche Mortalitätsfaktoren sowie durch negative
Einflüsse, die durch den Menschen bedingt sind, wie Verluste durch Mahd der Rand-
streifen, Habitatverlust und Pestizideinsatz (Pimenel & Raven 2000, Oberhauser et al.
2001), sind die nachgewiesenen Effekte durch Pollen von MON89034 xMON88017 von
minimaler Bedeutung für die untersuchten Arten. Das Risiko einer Schädigung durch
MON89034 xMON88017 kann für die Populationen von A. urticae und I. io als ver-
nachlässigbar (negligible) eingeschätzt werden (Risikokategorien nach der Entscheidung
der Kommission vom 20.07.2002 (2002/623/EG)).
6.5 Bewertung der Methode der Fraßversuche als
standardisiertes Testverfahren
Zur Durchführung von Risikobewertungen werden verbesserte ökotoxikologische Test-
verfahren gefordert (Lang & Otto 2010). Für eine methodische Standardisierung von
Fraßversuchen können die hier angewandten Methoden als Grundlage herangezogen wer-
den.
Für Laboruntersuchungen wird die Verwendung von Zuchttieren empfohlen, welche
genetisch ähnlich sind und unter kontrollierten Bedingungen aufgezogen wurden, so dass
die erhobenen Daten reproduzierbar und vergleichbar sind (Romeis et al. 2010). Außer-
dem sollten die verwendeten Arten für Labortests geeignet und als Stellvertreterarten
repräsentativ für andere exponierte Spezies sein (Romeis et al. 2010).
Die beiden untersuchten Arten erwiesen sich für die Durchführung von Fraßversuchen
zur Schadensermittlung als geeignet, da sie sich recht zuverlässig züchten ließen und
das Handling der Tiere im Laborversuch einfach war. Nachteilig war jedoch die Emp-
findlichkeit der neonaten Larven gegenüber Einzelhaltung, so dass die Fraßversuche mit
L1-Larven nur begrenzt aussagekräftige Ergebnisse lieferten. Zudem warf die hohe Va-
riabilität zwischen den Nestern eine Reihe von Fragen zu möglichen Einflussfaktoren
und natürlichen Schwankungen innerhalb der Arten auf, welche in Zukunft näher zu
betrachten wären.
Von den untersuchten Parametern erwies sich die Fraßaktivität als sensibelster Fak-
tor, der zudem bereits nach sehr kurzer Zeit erfasst werden konnte und erste sublethale
Effekte aufzeigte. Im Gegensatz dazu konnten hinsichtlich der Gewichtszunahme selbst
bei hohen Dosen keine eindeutigen Effekte nachgewiesen werden, so dass dieser Para-
108
6.6 Bewertung der Methode der Larvenkartierungen für den Einsatz in einemMonitoring
meter zur Ermittlung von Effektschwellen nicht empfohlen werden kann. Bei anderen
Arten konnten zwar Effekte nachgewiesen werden, da aber jeweils eine Korrelation zur
Fraßaktivität hergestellt werden konnte, würde auch hier bereits die Erfassung der Fraß-
aktivität genügen, um Effektschwellen zu bestimmen.
6.6 Bewertung der Methode der Larvenkartierungen für den
Einsatz in einem Monitoring
Die Kartierungen der Larven sowie die Analyse der Daten in GIS kann anhand der Er-
fahrungen als gut geeignete Methode zur Einschätzung der Exposition gegenüber Mais-
pollen auf Populationsebene bewertet werden. Dabei ist zu beachten, dass die Erfassung
von A. urticae und I. io sehr einfach ist, da sich die Larven in gut sichtbaren Nestern
entwickeln. Zudem sind die Larven monophag, so dass lediglich eine Wirtspflanzenart
kartiert und kontrolliert werden muss. Die Kartierung von Schmetterlingsarten, deren
Larven sich einzeln entwickeln, dürfte weitaus schwieriger durchzuführen sein und weni-
ger vollständige Ergebnisse liefern. Auch Arten, die ein weites Wirtspflanzenspektrum
aufweisen, dürften nur mit viel größerem Aufwand zu kartieren sein, da verschiedene
Pflanzenarten kontrolliert werden müssen. Ist ein Kartieren der Larven aufgrund ih-
rer Lebensweise visuell nicht möglich, bieten sich andere Methoden wie Keschern oder
Klopfproben an (Lang et al. 2006).
Das Kartieren von adulten Tieren (z.B. Lang 2004) liefert Daten zu Artendiversität
und Abundanzen im Feld, gibt jedoch nur wenig Auskunft über die tatsächliche Exposi-
tion der Larven gegenüber Maispollen. Das Vorhandensein von Adulten lässt nicht ohne
Weiteres auf das Vorkommen von Larven schließen, da sich die Habitate der Falter nicht
immer mit denen der Larven decken (Ebert & Rennwald 1991). Zudem lassen sich keine
Aussagen zur zeitlichen Überlappung von Larvenentwicklung und Maisblüte machen.
Um den Arbeitsaufwand für ein Monitoring überschaubar zu halten, sollten ausschließ-
lich die Nester bzw. Larven zur Zeit der Maisblüte kartiert werden. Ein Kartieren der
Wirtspflanzen würde den Arbeitsaufwand wesentlich erhöhen und keine zusätzlichen
Informationen zur Exposition liefern.
Die Kartierungen haben gezeigt, dass es wichtig ist, verschiedene Regionen zu unter-
suchen, die sich hinsichtlich der Maisanbauintensität, Landnutzung, landschaftsökologi-
scher und klimatischer Merkmale unterscheiden. Denn die Übertragbarkeit der Popula-
tionsdaten von einer Landschaft auf eine andere ist begrenzt. Nach Louto et al. (2002)
ist die Verteilung von Schmetterlingen, die auf bestimmte Habitate spezialisiert sind,
von einer Landschaft nur auf sehr ähnlich strukturierte Landschaften übertragbar.
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Für ein Monitoring wäre zu empfehlen, Kartierungen exemplarisch in Gebieten un-
terschiedlicher Maisanbauintensität durchzuführen. Da die Schwankungen in Schmetter-
lingspopulationen aufgrund einer Fülle an Einflussfaktoren sehr groß sind (Aviron et al.
2006), sollten Kartierungen immer über mehrere Jahre erfolgen.
Die Verwendung von GIS zur Analyse und Bewertung von Schmetterlingspopulatio-
nen hinsichtlich ihrer Exposition gegenüber Bt-Maispollen erfolgte bisher nur in wenigen
Studien (Gathmann et al. 2006a, Peterson et al. 2006, Aviron et al. 2009). Der Einsatz in
einem Monitoring kann empfohlen werden, da mit Hilfe von GIS Populationsdaten auf
ähnlich strukturierte Landschaften übertragen (Luoto et al. 2002), Entfernungen von
Larvenwirtspflanzen zu Maisfeldern, z.B. auch zu Bt-Mais (siehe BVL-Standortregister)
bestimmt, Korrelationen zu Daten der Maispollenverbreitung hergestellt (Peterson et al.
2006, Aviron et al. 2009) und zusammen mit Daten zum Pollenflug von Bt-Mais analy-
siert werden können. Nicht zuletzt können mit GIS-Daten Modellierungen durchgeführt
werden, die verschiedene Szenarien auf Landschaftsebene simulieren.
Die beiden ausgewählten Schmetterlingsarten können für ein Monitoring aufgrund
der nachgewiesenen zeitlichen und räumlichen Exposition gegenüber Maispollen, ihrer
Häufigkeit und der einfachen Kartierbarkeit empfohlen werden.
6.7 Ausblick
In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, möglichst viele Parameter der Entwicklung
von A. urticae und I. io zu beobachten. Nicht untersucht wurde die Fortpflanzungsfä-
higkeit und -rate der Falter, die als Larven Bt-Maispollen aufgenommen haben. Daten
zu diesem Aspekt liegen bisher zu keiner Nichtziel-Schmetterlingsart vor (Lang & Otto
2010). Mögliche Auswirkungen auf die Nachfolgegeneration wären zukünftig noch zu
untersuchen, um damit eine Full-Life-Cycle-Betrachtung zu ermöglichen.
In den Fraßversuchen zeigte sich zwischen den Nestern von A. urticae eine große
Variabilität in der Empfindlichkeit der Larven. Diese stellt eine Quelle für Unsicherheiten
in der Risikoabschätzung dar und könnte zukünftig noch verringert werden, um eine
robustere Abschätzung im Hinblick auf Effektschwellen geben zu können.
Die Datenbasis der Fraßversuche für das Tagpfauenauge war aufgrund des Mangels an
Versuchstieren recht gering. Um die Empfindlichkeit der Larven besser beurteilen und
Effektschwellen genauer bestimmen zu können, wären in Zukunft weitere Laborversuche
mit I. io-Larven durchzuführen.
Neben den bisher untersuchten Arten kommen in Mitteleuropa eine Reihe weiterer
Arten in der Agrarlandschaft vor, die potentiell gegenüber Bt-Maispollen exponiert sind
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und die bisher nicht untersucht wurden (Schmitz et al. 2003, Taxler et al. 2005, Aviron
et al. 2009). Da das Umweltrisiko einer Art nicht ohne Weiteres auf andere Arten über-
tragbar ist (Perry et al. 2010), auch wenn diese nah verwandt sind (vgl. A. urticae und I.
io), sollten zu weiteren Arten Risikobewertungen durchgeführt werden. Dabei könnten
zunächst Fütterungsstudien durchgeführt und die Pollendeckung auf den Wirtspflanzen
der jeweiligen Arten im Feld ermittelt werden. Je nachdem würde sich für die Einschät-
zung des Risikos ein Kartieren der Arten dann erübrigen.
Die Daten der vorliegenden Arbeit können in Modellierungsstudien zur Exposition von
Nichtziel-Schmetterlingen gegenüber Bt-Maispollen (z.B. Perry et al. 2010) eingespeist
werden und zur Optimierung solcher Modelle dienen. Insbesondere Daten zu dosisabhän-
gigen Mortalitätsraten sind hier von Interesse (Perry et al. 2011). Mit solchen Modellen
könnte die hier durchgeführte qualitative Risikoabschätzung durch Berechnungen quan-
tifiziert werden.
Für zukünftige Bt-Maissorten wäre eine Reduktion des Cry-Proteingehaltes im Pollen
wünschenswert, um die Wahrscheinlichkeit einer potentiellen negativen Beeinflussung
von Nichtziel-Schmetterlingen allgemein zu verringern. Zusätzliche Sicherheit im Anbau
könnten Mantelsaaten aus konventionellen Maissorten bieten, die eine Ausbreitung von
Bt-Maispollen in die Umgebung der Maisfelder weiter reduzieren, sowie Abstandsrege-
lungen zu Habitaten, in denen besonders geschützte Schmetterlingsarten vorkommen.
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Gentechnisch veränderten (gv) Pflanzen gewinnen in der Landwirtschaft weltweit zu-
nehmend an Bedeutung. Eine der wichtigsten Eigenschaften von gv-Pflanzen ist die Re-
sistenz gegenüber verschiedenen Schadinsekten. Hierbei werden durch eingeführte Gene
aus dem Bakterium Bacillus thuringiensis (Bt) in Kulturpflanzen Proteine exprimiert,
welche toxisch auf bestimmte Schädlinge wirken. Ein Beispiel ist Bt-Mais mit einer Re-
sistenz gegenüber dem Maiszünsler (Ostrinia nubilalis Hübner).
Lepidopteren-spezifischer Mais stellt ein potentielles Risiko für Nichtziel-Schmetter-
linge dar. Wenn die Lepidopteren-toxischen Proteine im Pollen exprimiert werden und
dieser sich auf Wirtspflanzen von Nichtziel-Schmetterlingsarten ablagert, können schädli-
che Auswirkungen bei einer Aufnahme des Pollens durch die Larven nicht ausgeschlossen
werden. Um das tatsächliche Risiko zu bewerten, müssen zum einen die Wahrscheinlich-
keit der Exposition gegenüber dem Stoff und zum anderen der hierdurch verursachte
Schaden untersucht werden.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, für zwei europäische Nichtziel-Schmetterlingsarten
exemplarisch eine Risikoanalyse gegenüber einer Maissorte mit Lepidopteren-spezifischen
Proteinen durchzuführen. Dabei sollten auch methodische Vorschläge für ein anbaube-
gleitendes Monitoring erarbeitet werden. Als Untersuchungsarten wurden der Kleine
Fuchs (Aglais urticae L.) und das Tagpfauenauge (Inachis io L.) ausgewählt, da sie in
agrarisch genutzten Landschaften in Mitteleuropa häufig vorkommen und die Entwick-
lung ihrer Larven auch zur Zeit der Maisblüte stattfindet.
Zur Beurteilung der Höhe des Schadens wurden im Labor Fraßversuche mit Pollen der
Maislinie DKc 5143-Bt (MON89034 xMON88017) im Vergleich zur nah-isogenen Linie
DKc 5143 und der konventionellen Sorte Benicia durchgeführt. Als Messendpunkte, an-
hand derer eine mögliche negative Beeinträchtigung festgemacht werden sollte, wurden
die Fraßaktivität, Gewichtszunahme, Entwicklungszeit und Mortalität der Schmetter-
lingslarven betrachtet. Mit beiden Arten wurden Versuche mit einmaliger Pollengabe
durchgeführt, während Versuche mit mehrfacher Pollengabe ausschließlich mit A. urti-
cae-Larven erfolgten.
Zur Bewertung der tatsächlichen Exposition im Feld wurden Untersuchungen auf lo-
kaler und regionaler Ebene durchgeführt. Auf lokaler Ebene wurde die Pollenverbreitung
um ein Maisfeld in Bezug auf Windrichtung und Entfernung untersucht. Dafür wurden
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Pollenfallen und Brennnesselpflanzen in unterschiedlichen Distanzen aufgestellt und die
Pollendeckung auf Fallen und Blättern ermittelt.
Zur Abschätzung der Exposition auf Populations- und Landschaftsebene wurden in
zwei landwirtschaftlichen Regionen mit unterschiedlicher Maisanbauintensität zur Zeit
der Maisblüte die Schmetterlingsnester und die Wirtspflanze der Larven, die Brennnes-
sel (Urtica dioica L.), sowie die Feldfrüchte kartiert. Dabei wurde die Entfernung der
Neststandorte zum nächsten Maisfeld gemessen.
Die Fraßversuche mit A. urticae-Larven zeigten hinsichtlich der Fraßaktivität ab ei-
ner einmaligen Dosis von 200 Pollen/cm2 erste signifikante Unterschiede zwischen der
Bt-Gruppe und den Vergleichsgruppen. Mit zunehmender Pollendosis nahm die Fraßak-
tivität der Bt-Gruppen weiter ab. In Bezug auf die Gewichtszunahme zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede, die direkt auf Bt-Maispollen zurückgeführt werden konnten.
Hinsichtlich der Entwicklungsgeschwindigkeit traten erste signifikante Unterschiede ab
einer Dosis von 300 Pollen/cm2 auf. Die Auswertung zur Mortalität der Larven ergab ab
einer Dosis von 400 Pollen/cm2 eine signifikant höhere Sterblichkeit in der Bt-Gruppe.
Die Fraßversuche mit I. io-Larven zeigten bei den untersuchten Pollendichten von 200
und 400 Pollen/cm2 für keinen der vier Parameter eindeutige Effekte in Abhängigkeit
von Bt-Maispollengaben. Aufgrund einer sehr geringen Datenbasis können jedoch nur
bedingt Aussagen zu Effektschwellen gemacht werden.
Die Versuche mit mehrfacher Pollengabe zeigten hinsichtlich der untersuchten Para-
meter auch bei einer Maximaldosis von 200 Pollen/cm2 je Fütterung keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Bt-Gruppe und den Vergleichsgruppen. Es konnten keine
verstärkten Effekte im Vergleich zu einmaligen Pollengaben beobachtet werden.
Die Erfassung der Pollendeposition ergab sowohl auf den Pollenfallen als auch auf
den Brennnesselblättern große Unterschiede in Abhängigkeit von der Windrichtung so-
wie eine konsistent rapide Abnahme der Pollenmengen mit zunehmender Entfernung
zum Feldrand. Auf den Pollenfallen wurden durchschnittlich 150 Pollen/cm2 (Max.=833
Pollen/cm2) unmittelbar am Feldrand gezählt, auf den Brennnesselblättern durchschnitt-
lich 34 Pollen/cm2 (Max.=212 Pollen/cm2). In 5m Entfernung zum Feldrand betrug die
mittlere Pollendichte auf den Pollenfallen noch 36 Pollen/cm2 (Max.=219 Pollen/cm2),
auf den Brennnesselblättern 3 Pollen/cm2 (Max.=22 Pollen/cm2).
Im Rahmen der Kartierungen in der Agrarlandschaft wurden im ersten Jahr keine
Schmetterlingsnester, in den beiden Folgejahren in beiden Untersuchungsgebieten Nes-
ter von A. urticae und I. io gefunden. In der Region mit hoher Maisanbauintensität
befanden sich mehr als 60% der Nester in einer Entfernung von 0-5m zum nächsten
Maisfeld, während in der Region mit wenig Maisanbau mehr als 50% der Nester in über
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100m zum nächsten Maisfeld lagen. Insgesamt befanden sich 66% aller Nester in einer
Entfernung von mindestens 10m zum nächsten Maisfeld.
Zur Bewertung des ökologischen Risikos für A. urticae und I. io durch Pollen von
MON89034 xMON88017 wurden die Daten der Fraßversuche mit den Ergebnissen zur
Exposition im Feld zusammengeführt. Die Pollendosis von 200 Pollen/cm2, die im La-
bor erste sublethale Effekte in Form einer verminderten Fraßaktivität hervorrief, konnte
vereinzelt auf U. dioica-Blättern unmittelbar am Maisfeldrand nachgewiesen werden.
Auch Nester beider Arten wurden in dieser Entfernung zum Feldrand gefunden. Die
Pollendichte auf den Brennnesselblättern überrepräsentiert jedoch die durchschnittli-
chen Pollenmengen von 9-34 Pollen/cm2 am Feldrand und bezieht Pollenkörner auf
den Blattrippen der Blätter mit ein, welche von den Larven beim Fraß gemieden wer-
den. Zudem ist der Anteil der Nester, der sich zur Zeit der Maisblüte unmittelbar am
Maisfeldrand entwickelt und gegenüber effektauslösenden Pollendosen exponiert ist, im
Verhältnis zur Jahrespopulation sehr gering. Unter Einbeziehung dieser Aspekte und
weiterer natürlicher sowie anthropogener Mortalitätsfaktoren kann das Umweltrisiko für
die beiden Schmetterlingsarten durch MON89034 xMON88017 als vernachlässigbar ein-
geschätzt werden.
Die Kartierung der Larven von A. urticae und I. io in Verbindung mit Analysen der
Daten in einem Geographischen Informationssystem kann als Methode für den Einsatz
in einem anbaubegleitenden Monitoring empfohlen werden. Dabei sollten Kartierungen
in verschiedenen Regionen mit unterschiedlicher Maisanbauintensität durchgeführt wer-
den, da ein Übertragen von Populationsdaten auf andere Regionen nur bedingt möglich
ist. A. urticae und I. io könnten v.a. aufgrund der Entwicklung ihrer Larven in gut sicht-
baren Nestern und der daher einfachen Kartierbarkeit relativ leicht in einem Monitoring
bearbeitet werden.
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9 Anhang
Die Rohdaten sind den Exemplaren der Gutachter auf einer CD-ROM beigelegt. Die
online-Version enthält keine Rohdaten. Sie können aber per E-Mail bei mir angefordert
werden. Die aktuelle E-Mailadresse lautet: mechthild.schuppener@web.de.
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